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DEPOSITO 

Pedido de Patente ou de 
Certificado de Adigao 




PI0206903-2 



deposito 



Ao Institute Nacional da Propriedade Industrial: 

O requerente solicita a concessao de uma patente na natureza e nas condicoes abaixo indicadas: 

1. Depositante (71): ' ~~ 

1.1 Nome: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO - UNIFESP. 

1.2 Qualificacao: UNIVERSIDADE 1.3 CGC/CPF: 60.453.032/0001-74 
1 .4 Endereco completo: Rua Botucatu, 740 - Vila Clemen tino - Sao Paulo/SP - 

CEP:05508-900 



1.5 Telefone: 



( ) 



FAX: 



( X ) continua em folha anexa 



2. Natureza: 

X] 2. 1 Inven?ao 2. 1 . 1 . Certificado de Adicao Q 2.2 Modelo de Utilidade 
Escreva , obrigatoriamente e por extenso, a Natureza desejada: . 
INVENCAO 



Tftulo da Invencao, do Modelo de Utilidade ou do Certificado de Adicao (54): 




VIDE FOLHA ANEXA 

\/jf» 8sLjp± IP? ft % Jl (?SC 9SK^J^f' L UJtC\j^ ) continua em folha anexa 

4. Pedido de Divisao do pedido n°. , de / / 



Prioridade Interna - O depositante reivindica a seguinte prioridade: 
N° de depdsito Data de Dep6sito / 



41 .. 



Pais ou organizacao de origem 


Numero do dep6sito 


Data do deposito . 1 





















) continua em folha anexa 



Formul&rio 1.01 - Depdsito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigafo (folha 1/2) 



7. Inventor (72): 



( ) Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a'iiao divu'teacao de seufc) 'noie(s) 
(art. 6° § 4° da LPI e item 1. 1 do Ato Nonnativo n° 127/97) 

7.1 Nome: DULCE ELENA CASARINI 

7.2 Qualificacao: Fesquisadora 

7.3 Endereco: Rua Botucatu, 740 - Sao Paulo - SP. 

7.4 CEP: 04023-900 7.5 Telefone: 

( X ) contimia em fbiha ancxa 

8. Declaracao na forma do item 3.2 do Ato Nonnativo n° 127/97: 



_ ( ) em anexo 

9. Declaracao de divulgacao anterior nao prejudicial (Periodo de graca): 
(art. 12 da LPI e item 2 do Ato Normativo n° 127/97): 



_£ ) em anexo 



10. 

10.1 



Procurador (74): 

Nome e CPF/CGC: LLC INFO CONNECTION LTDA. P. 0340 
CNPJ.: 86.915.246/0001-09 
10 2 Endereco: RUA HERMENGARDA, 60 SALA 403 - MEIER - Rio de Janeiro - RJ 



10.3 CEP: 20.710-010 



10.4 Telefone (21)3899-2920 e 3899-2002 



1£ Documentos anexados (assinale e indique tambem o numero de folhas): 
(Devera ser indicado o n° to tal de somente uma das vias de cada 1 



documento) 



11.1 Guia de recolhimento 



11.2 Procuracao 



11.3 Documentos de prioridade 



01 fls. 



02fls. 



fls. 



ll.sRelatorio descritivo 



11.6 Reivindicacdes 



ll.7Desenhos 



31 fls. 



04 fls. 



07 fls. 



1 1.4 Doc, de contrato de Trabalho 



fls. 



ll.8Resumo 



01 fls. 



11.9 Outros (especificar). Depositante (71), Titulo da Invencao (54), 
Inventor (72) - (Folha Anexa) 



03 fls. 



11.10 Total de folhas anexadas: 



49 fls: 



12. Declaro, sob penas da Lei, que todas as informacoes acima prestadas sao completas 
everdadeiras 



_Rio. 20dedezemhrn de 2002. 
Local e Data 




Assjnatura e Carimbo 

HC-INfOCOlCIDNlIDA 
Agente de Propriedade Indusfrkir - 00340 
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FOLHA ANEXA 



1. Depositante (71): (Continuafao) 

1 . 1 Nome: FUNDACAO DE AMPARO A PESQTJISA DO ESTADO DE SAO PAULO - 
FAPESP 

12 QualificacSo: FUNDACAO 1.3 CGC/CPF: 43.828.151/0001-45 

1.4 Endereso completo: Rua Pio XL 1500 — Alto da Lapa — Sao Paulo -SP- 

CEP:05468 - 901 

1.5 Telefone: (11)3838 - 4000 

FAX: 
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FOLHAANEXA 



3. Titulo da Inven^uo, do Modelo de. Utilidade ou do Certificado de Adi?ao (54): 

"METODO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICAQAO DE -PROTEINAS , 
ISOFORMAS DA ENZIMA. CONVERSORA DE ANGIOTENSIN I, MARCADOR 
MOLECULAR GENETICO A BASE DAS REFERIDAS PROTEINAS, USO DO 
REFERIDO MARCADOR MOLECULAR, METODO ANALITICO PARA DIAGNOSTICO, 
ESTRATIFICACAO DE RISCO r DECISAO TERAPEUTICA EM PORTADORES DE 
HIPERTENSAO ARTERIAL E " LESOES RENAIS E KIT PARA * USO NO 
DIAGNOSTICO. " 




FOLHA ANFXA 



7. Inventor (72): (continuacao) 

(2) 

7. 1 Nome: OD AIR MARSON 

7.2 Qualificacao: Pesquisador 

7.3 Endereco: Rua Botucatu, 740 - Sao Paulo - SP 

7.4 CEP:04023-900 

7.5 Telefone: 



7.1 Nome: FRIDA UANE PLAVNIK 

7.2 Qualificacao: Pesquisadora 

7.3 Endereco: Rua Botucatu, 740 - Sao Paulo - SP 

7.4 CEP:04023-900 

7.5 Telefone: 



7.1 Nome: JOSE EDUARDO KRBEGER 

7.2 Qualificacao: Pesquisador 

7.3 Endereco: Av. Dr. Eneas Carvalho Aguiar, 44- Sao Paulo - SP 

7.4 CEP: 05003-000 

7.5 Telefone: 




METODO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFIC^CAO DE PROTE INAS , 
ISOFORMAS DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I, MARCADOR 
MOLECULAR GENET I CO A BASE DAS REFERIDAS PROTE INAS , USO DO 
REFERIDO MARCADOR MOLECULAR , METODO ANALITICO PARA 
DIAGNOSTICO, ESTRATIFICACAO DE RISCO, DECISAO TERAPEUTICA EM 
PORTADORES DE HI PERTENSAO ARTERIAL E LESOES RENAIS E KIT 
PARA USO NO DIAGNOSTICO. 



Campo da InvengSo 



A presente invengao trata de urn metodo de identificagao 
e quantificagao de proteinas, isoformas da enzima conversora 
de angiotensina I, especif icamente ECAs de 190-kDa, 
especdalmente de 90 kDa (marcador genetico de hipertensao) e 
de 65kDa em tecidos, celulas e fluidos biol6gico S/ 
especialmente na urina, urn marcador molecular a base das 
referidas proteinas, uso do referido marcador molecular, 
metodo analiticos para diagnostico, estratif icacao de risco, 
decisao terapeutica em portadores de hipertensao arterial e 
lesoes renais primarias ou secundaria e kit para uso no 
diagnostico, estratificacao de risco : e decisao terapeutica 
na hipertensao arterial. 

Antecedentes da Invencao 

O conhecimento da existencia de dois sistemas de 
polipeptideos vasoativos, urn hiper tensor e outro hipotensor, 
no organismo de mamiferos e relativamente recente. As bases 
fundamentals para a compreensao do sistema hipertensor, 
sistema renina-angiotensina, foram estabelecidas pelos 
trabalhos de Houssay e Fasciolo (1937), Houssay e Taquini 
(1938), Braun-Menendez, Fasciolo, Leloir e Munoz (1939) e 
Kohlstaedt, Helmer e Page (1938) . Por sua vez, o 
conhecimento do sistema hipotensor, sistema calicreinas- 
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cininas, fundament a- se nos trabalhos de Frey, Kraut e Werle, 
realizados na decada de 1930 ( Frey, Kraut e Schultz, 1930; 
Kraut e cols., 1930; Werle, 1936; Werle e cols., 1937 ) e 
naqueles de Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld ( 1949 ) e 
Prado, Beraldo e Rocha e Silva ( 1950 ) , 

Nos dois sistemas o peptideo vasoativo e liberado de 
seu precursor proteico plasmatico atraves de proteolise 
limitada segundo urn esquema geral : 

Substrato 

Protease ► 



Peptideo Ativo 

Os inumeros trabalhos sobre purificagao e 
caracterizagao das proteases e dos substratos envolvidos 
nestes dois sistemas permitiram o esclarecimento das varias 
etapas necessarias para a liberagao do peptideo ativo. 0 
papel fisiologico destes ultimos, contudo, ainda nao esta 
totalmente esclarecido, bem como o seu catabolismo. 



SISTEMA RENINA - ANGIOTENSINA: 

A renina e uma protease acida (E. CL 3. 4. 99 . 19) , 
secretada e >.armazenada pelas celulas justaglomerulares das 
arteriolas aferentes do glomerulo renal (Kohlstaedt e cols., 
1938; Hartroft, 1963 e Tobian, 1960). o substrato sobre o 
qual esta enzima exerce sua agao e uma a 2 -globulina 
plasmatica, angiotensinogSnio, do qual se conhece parte da 
sequencia N-terminal (Braun - Menendez e cols., 1939; Bumpus 
e cols., 1958; Schwyzer e Turrian, 1960) que corresponde a 
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: Asp 3 - Arg 2 - Val 3 - Tyr 4 - lie 5 - His 6 - Pro 7 - Phe 8 - His 9 
- Leu 10 - Leu 11 - Val 12 - Tyr 13 - Ser 14 . 

A renina hidrolisando a ligagao Leu^-Leu 11 na molecula 
do angiotensinogenio libera o decapeptideo angiotensina I, 
que e pouco potente como vasoconstritor . Uma segunda enzima 
descrita por Skeggs e cols. (1956), a enzima conversora, e a 
responsavel pela hidrolise da ligacao Phe 8 -His 9 -e pela 
liberacao do octapeptideo angiotensina II, f amacologicamente 
ativo, sendo inativado por angiotensinases . Toda esta 
seqiiencia de reagSes encontra-se esquematizada na figura 1. 

0 SISTEMA CALICREINAS -CININAS: 

O sistema calicreina-cininas compreende cininogenases 
que hidrolisam urn precursor inativo, o cininogenio, 
liberando cininas, que por sua vez sao inativadas por 
cininases ( figura 2) . 

0 termo cininogenase inclui proteases, . tais como: 
calicreinas, tripsina, pepsina, certas proteases bacterianas 
e venenos de cobra (Prado, 1970; Rocha e Silva e. cols., 
1949; Suzuki e Iwanaga, 1970) . Entre estas enzimas, as 
calicreinas sao especificas para o sistema: sSo serine - 
proteases que liberam cininas do cininogenio por proteolise 
limitada (Neurath, 1975) e tem pequena atividade 
proteolitica sobre outras proteinas. Dois tipos de 

calicreinas sao encontradas nos mamiferos : glandular e 
plasmatica, que diferem entre si em propriedades fisico- 
quimicas e imunologicas, velocidade de reagao com 
cininog^nios e substrates sint^ticos, tipos de cininas 
liberadas e resposta a uma variedade de inibidores 
sinteticos e naturais. 

Os cininogenios, por sua vez, sao glicoproteinas acidas 
que contem a molecula de bradicinina na extremidade C - 
terminal ou pr6ximo a ela (Pierce, 1968) ; sao hidrolisadas 
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pelas calicreinas glandulares liberando lisil - bradicinina, 
e pela plasmatica liberando bradicinina (Rocha e Silva , 
1974) . A lisil - bradicinina e convertida em bradicinina por 
aminopeptidases existentes no plasma (Erdds e Yang, 1970) e 
em tecidos (Hopsu e cols., 1966 a, b ; Borges e cols., 1974; 
Prado e cols., 1975). 

No : plasma foram descritos, dois cininogenios 
funcionalmente distintos, cininogenio de alto peso 
molecular, que e substrato para as duas classes de 
calicreinas ( plasmatica e glandular ) , e cininogenio de 
baixo peso molecular, que e bom substrato somente para 
calicreinas glandulares -( Werle e Trautschold, 1963; Prado e 
cols. , 1971 ) . 

A bradicinina ( BK !: = Arg 1 - Pro 2 - Pro 3 - Gly 4 - Phe 5 - 
Ser 6 - Pro 7 - Phe 8 - Arg 9 ) , a lisil - bradicinina e a 
metionil - lisil - bradicinina sao potentes agentes fisio- 
farmaco-patologicos, produzindo hipotensao e vasodilatacao, 
dor, contragao da musculatura lisa, aumento da 
permeabilidade vascular e migracao de leuc6citos (Erdos e 
Yang, 1970; Pisano, 1975) . 



PAPEL FISIOL6GICO DAS CININAS : 



A agao das cininas no organismo ainda nao esta 
suficientemente esclarecida, embora a elas venha sendo 
atribuida participacSo em varias fung6es f isiologicas, quer 
a nivel sistemico, quer a nivel tissular. 

Propoe - se sua mediacao em processos tao variados 
como: vasodilatagao perif erica e mediacao em fenomenos 
inflamat6rios; interagao com o sistema de sintese e 
liberacao de prostaglandins; mobilidade de espermatoz6ides; 
regulacao do fluxo renal; mediagao na reabsorgao de sodio 
pelo nefron ( Wilhelm, 1973; Terragno e cols., 1975; 
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Baumgarten e cols., 1970; Schill e Haberland, 1974; 
Levinsky, 1979) . 

Para o esclarecimento real do papel exercido pelas 

cininas neste conjunto 'de processos e importante o 

conhecimento nao so dos^ mecanismos que levam a sua 
liberagao, como tambem do seu catabolismo. 

CATABOLISMO DAS CININAS: 

As enzimas responsaveis pela inativacao das cininas sao 
denominadas genericamente cininases. Sob esta sigla esta 
englobada uma serie de peptidases capazes de hidrolisar 
ligagoes na molecula de BK ou de derivados, nao sendo 
■•necessaria ou comprovadamente , participates do catabolismo 
de cinirias . 

Observacdes sobre a existencia desta classe de enzimas 
vem sendo feitas desde os trabalhos iniciais do sistema das 
cininas e tern sido descritas em varios orgaos, tecidos e 
liquidos fisiologicos por di versos grupos de pesquisadores . 

PLASMA: 



No plasma humano ja foram bem caracterizados dois tipos 
de cininases; a cininase I ( arginina carboxipeptidase, E.C. 
3.4.12.7 ) e a cininase II ( peptidil - dipeptidase, E.C. 
3.4.15.1 ) . 

A cininase I e uma enzima do tipp carboxipeptidase, 
purificada pela primeira vez a partir da fragao IV de Cohn 
(Erd6s e Sloane, 1962). Esta enzima hidrolisa a ligagao Phe 8 
Arg 9 da BK. Foi denominada inicialmente carboxipeptidase 
N por possuir propriedades que a diferenciam da 
carboxipeptidase B pancreatica. Apesar do nome oficial, 
arginina carboxipeptidase, esta enzima catalisa melhor a 
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hidr61ise de lisina C - terminal do que arginina, em muitos 
substratos ( Oshima e cols., 1975) . 

Entre os substratos sinteticos utilizados nos estudos 
de purificagao e especif icidade dessa enzima encontra-se HLA 
(Oshima e cols., 1975). 

A segunda enzima com atividade cininasica, descrita no 
plasma, e- a cininasevil, a qual inativa BK por hidrdlise da 
ligacao Pro 7 - Phe 8 , liberando o dipeptideo Phe-Arg ( Yang 
e .Erdos, 1967 ) . 

Verificou-se posteriormente, que esta enzima era 
identica a enzima conversora de angiotensin I (AI) do 
sistema renina - angiotensina ( Yang e cols., 1970 a e Yang e 
cols., 1970 b ), sendo, portanto, responsavel pela hidrolise 
da ligagao Phe 8 - His 9 na molecula da AI . Uma . das! 
caracteristicas desta enzima e ser inibida pelos peptideos' 
potenciadores de BK (BPP), descritos por Ferreira, ( 1965) e 
Ferreira (1966) . 

Enzimas com especificidades semelhantes aquelas das 
cininases I e II de plasma humane foram descritas em outras 
especies animais (Erdds e Yang, 1970). 

PULMAO: 



Ao pulmao tem sido atribuida grande import ancia na 
destruigao de BK, existindo uma serie de trabalhos na 
,- literatura que relatam a inativagao por este 6rgao, de alta 
25 porcehtagem de BK infundida. (Ferreira e Vane,. 1967; Biron, 
1968 e' Dorer e cols., 1974). 

Ja foi purificada uma cininase II em pulmao de porco 
(Dorer e cols., 1972 e Nakajima e cols., 1973), pulmao de 
coelho e rato (Soffer e cols., 1974 e Lanzillo e Fanburg, ( 
30 1974 ) . 

Estudos de Ryan e cols., tem contribuido bastante para 
esclarecer o mecanismo de inativagao deste 6rgao. A BK seria 
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inativada, enquanto que AI seria convertida em All durante a 
circulagao, por uma enzima tipo cininase II que estava 
localizada nas vesiculas pinocitoticas do endotelio 
vascular. Ryan e cols., verificaram ainda que a BK e muito 
mais facilmente hidrolisada que a LBK - BK e MLBK. Sua 
teoria e que estas cininas maiores tern acesso mais dificil 
as vesiculas. Ryan e cols:- postularam ainda que os produtos 
de hidrolise de BK encontrados apos circulacao pulmonar 
seriam decorrentes nao so da acao da primeira enzima citada 
mas tambem a agao de outras enzimas localizadas no 
citoplasma de celulas endoteliais ( Ryan e cols., 1968 e 
Ryan e cols., 1975). 

FfGADO: 



Erdos e Yang atribuiram quase que exclusivamente as 
cininases plasmaticas e pulmonares a responsabilidade pelo 
catabolismo das cininas "in vivo «. Experiencias de Prado e 
cols. (1975) demonstraram, entretanto, que outros 6rgaos sao 
capazes de inativar cininas quando estas sao perfundidas em 
ratos exangues, nos quais a circulagao pulmonar foi excluida 
do circuito de perfusao. Neste mesmo trabalho, perfundindo 
figado "in situ , mostraram que este orgao inativava 
quantidades consideraveis de BK. 

Em continuacao a estes trabalhos, Borges e cols. (1976) 
verificaram que a inativagao de BK pelo figado perfundido 
"in situ"'e devida pelo menos a duas enzimas: uma .peptidil 
dipeptide hidrolase e uma segunda enzima que hidrolisa a 
ligagao Phe 5 - Ser- 6 da BK. Esta enzima poderia. ser uma 
peptidase de membrana, pois foi removida do figado 
perfundido atraves do uso de Triton X - 100 no liquido de 
perfusao. A atividade cininasica obtida nestes trabalhos e, 
segundo estes autores, bastante inferior aquela encontrada 
em sobrenadante de homogeneizado total do 6rgao. 
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Trabalhando exatamente com uma preparagao deste tipo, 
ou seja, homogeneizado de figado de rato, Mazzacoratti ( 
1978 ) purificou duas serino - proteases com diferentes 
pesos moleculares, que hidrolisam a ligagao Phe 5 - Ser 6 da 
BK. 

) 

CEREBRO 

Muitos inyestigadores tern estudado o metabolismo de 
cininas em extratos de cerebro (Iwata e cols., 1969; 
Camargo e cols., 1969). 

As cininases de homogeneizado s de cerebro de coelho tern 
sido estudadas si sterna ticamente por Camargo e cols. ( 1973 
), Oliveira e cols. (1976 ). Duas tiol - endopeptidases com 
pH otimo de 7,5 foram purificadas da fragao sobrenadante . A 
primeira enzima, cininase A, hidrolisa a ligagao Phe 5 - Ser 6 
da BK e tem um peso molecular de 71 kDa; enquanto a outra, 
cininase B, hidrolisa Pro 7 - Phe 8 como a cininase II, mas 
tem um peso molecular de 6900. Esta enzima seria diferente 
da enzima conversora (cininase II), pois estudos 
preliminares nao mostraram conversao de AI em All. 

Wilk, Pierce e Orlowiski (1979) descreveram duas 
enzimas a partir de tecidos cerebrals que diferem das acima 
referidas. Uma das enzimas, extraida de pituitaria bovina, 
tambem hidrolisa a ligacao Phe 5 - Ser 6 da BK, mas por seu 
peso molecular- ( maior que 100000 ) e por. ser, inibida por Na 
e K difere da cininase A. A segunda enzima descrifca, 
extraida do cerebro de coelho, e especifica para a hidrolise 
daquelas ligagQes peptidicas nas quais a prolina contribui 
com o grupamento carboxila. Esta enzima hidrolisa em 
primeiro lugar a ligacao Pro 7 - Phe 8 da BK e em segundo a 
ligagao Pro 3 - Gly 4 . 



RIM: 
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A atividade cininas ica do rim e maior do que a 
encontrada no plasma ou no figado (Erdos e Yang, 1970 ) . 

Neste orgao ja foram purificadas varias enzimas com 
atividades cininasicas. Somente trabalhos de Erdos e cols., 
identificaram tres enzimas,. diferentes no rim: uma, do tipo 
carboxipeptidase, que libera arginina C - terminal da BK, 
mas que difere em,.- algumas propriedades da cininase I 
plasmatica, motivo pelo qual foi denominada cininase p 
(ErdSs e Yang, 1966); outra que hidrolisa a ligagao Pro 7 - 
Phe 8 (Erd6s e Yang, 1967)., e uma terceira, caracterizada 
como imidopeptidase, que inativa BK por hidrolise da ligagao 
Arg 1 - Pro 2 (Erd6s e Yang, 1966) . ? 

Koida e Walter ( 1976 ) purificaram, a partir de rim de 
carneiro, uma enzima que hidrolisa ligacSes do tipo Pro - x. 
na molecula de varios peptideos, entre os quais a BK. 
Verificaram que o aminoacido x_ nao pode ser prolina e que a 
catalise e mais rapida se x_for urn aminoacido lipofilico. 

O catabolismo das cininas pelo rim tem sido estudado 
por metodos que visam a verificar os sitios de inativagao 
deste peptideo. Estes estudos indicam que, alem da hidr61ise 
de BK que ocorre a nivel da rede vascular, parece ter 
bastante importancia o catabolismo de cininas por enzimas 
situadas ao nivel de celulas corticais renais (Erdos e Yang 

' 1967 > •' - - ;x ' »-.•. 

A atividade cininasica e muito baixa no glomerulo, mas 
uma cininase tipo II e encontrada em grande concentragao na 
borda em escova do tubulo proximal (Holl e cols., 1976, 
Casarini e cols, 1997). Em concordancia com este achado, 
Oparil e cols. (1976) verificaram que uma grande 

porcentagem de BK microinfundida e inativada no tubulo 
proximal. Como a geracao de cinina no rim deve ocorrer na 
altura do tubulo contornado distal, aonde a calicreina e 



10/31 



sintetizada (0rstavik e cols., 1976) , parece 16gico supor- 
se que a partir deste ponto outras cininases devem estar 
presentes no nefron ou no fluido intratubular . 

URINA 

Na urina humana Erdos e coJLs. (1978), caracterizam bem 
uma carboxipeptidase, que libera arginina C - terminal da 
BK, diferindo da plasmatica quanto ao peso molecular, acao 
de inibidores e propriedades imunologicas . Apresenta 
contudo, similaridades cineticas e de inibicao com a enzima 
renal . 

Em 1978, Ryan e cols. descreveram na urina tres 
enzimas: uma que hidrolisa -a ligagao Pro 7 - Phe 8 da BK e 
converte AI em All; outra , de massa molecular de 63 kDa, 
que rompe a ligagao Phe 8 - Arg 9 da BK, nao inibida por BPP 

9a. 

Figueiredo e cols. (1978) descreveram, ainda, uma 
cininase de massa molecular 250 kDa, inibida por agentes 
quelantes, que poderia ser semelhante a terceira entre as 
descritas por Ryan. Esta enzima hidrolisa arginina C - 
terminal, nao hidrolisando, contudo, o substrato sintetico 
HLA. 

Excetuando o trabalho de Erdos e cols., 1978, que 
purificaram e caracterizaram uma carboxipeptidase de urina 
humana, em todos os , outros trabalhos, porem, as . enzimas 
descritas s6 foram parcialmente purificadas e/ou 

caracterizadas. Devido a esses dados conf litantes, a 
presente invengao tern como objetivo tambem caracterizar 
as diferentes atividades cininasicas ou seja da ECA em urina 
humana . 

Uma forma de baixa massa molecular (BMM) da enzima 
conversora da angiotensina I de 91 kDa foi observada 
durante a preparagao dessa enzima a partir de homogenato de 



11/31 



0 



5 



pulmao de rato [Lanzillo e cols., 1977]. EsS a forma de BMM 
da EGA tambem foi observada em pulmao humano [Nishimura e 
cols., 1978], rim de porco [Nagamatsu e cols. 1980] e rim 
humano [Takada e cols., 1981]. iwata e cols. (1983) e 
Yotsumoto e cols. (1983) demonstraram que EGA BMM de 86 - 
90 kDa pode ser obtida de pulmao de coelho e plasma humano, 
respectivamente, depois de tratamento com base, -Na decada 
de 90 Lantz e cols. (1991), descreveram treis diferentes 
fsoformas da EGA com massas moleculares de 150 kDa, 80 kDa 
e 40 kDa caracterizadas fluido cerebrospinal humano. Todas 
as enzimas referidas anteriormente sSo semelhantes a 
somatica- Casarini e cols., 1991, 1995> 2001, descreverm a 
isoformas de 65 kDa e 90 kDa, ambas N-dominio na urina de 
pacientes hipertensos e de 65 kDa na urina de individuos! 
normals. Deddish e cols. (1994) purificaram uma EGA com 108 
kDa de massa molecular em fluido ileal, que tambem e 
isoforma N-domain da EGA. 

Na urina humana e de rato tern sido descrito a 
purificacao de diversas isoformas da ECA [Ryan e cols., 
1978; Kokubo e cols., 1978; Skidgel e cols., 1987; Casarini 
e cols., 1983, 1987]. Kokubu e cols. (1978, encontrou treis 
diferentes formas da EGA urina normal humana. Duas formas 
tmham alta massa molecular de >400 kDa e 290 kDa e uma 
terceira tinha massa molecular de 140 kDa. Ryan e cols. 
(1978) descreveram uma cininase II urina humana que for 
separada em duas formas. A primeira co-cromatografava com 
EGA somatica" de 170 kDa, e a segunda era semelhante a uma 
proteina tendo uma massa molecular de 90 kDa. Casarini e 
cols. (1983/ 1991, 1992, 1995, 2001, descreveram a ECA em 
urina humana de individuos normals e pacientes hipertensos 
com massas moleculares de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa e tambem 
em urina de rato (Casarini e cols. 1987). Alves e cols., 
1992 tambem descreveram isoformas de 170 kDa, 90 kDa e 65 
kDa na urina de individuos normals e hipertensos. Costa e 




cols,, 1993, 2000 descreveram na urina de individuos 
normals ECAs com massas moleculares de 170 kDa, 65 kDa e 59 
JcDa, e na de hipertensos renovasculares enzimas com massas 
moleculares de 55 kDa, 57 kDa e 94 kDa. A atividade da ECA 
na urina nao e derivada do plasma, mas do ttibulo renal 
(Casarini e cols,, 1997) e pode ser utilizada como urn 
indice de dano renal . tubular; uma vez. que os niveis 
aumentam consideravelmente em doengas renais e infecgoes 
do trato urinario alto [Baggio e cols,, 1981; Kato e 
cols. , 1982] . 

Recentemente, tambem foi descrito duas isoformas de ECA 
no intracelular e no meio extracelular de celulas mesangiais 
em cultura com massas moleculares de 130 kDa e 65 kDa 
(Andrade e cols., 1998). Verif icou-se ainda que na urina de 
criangas nascidas a termo e encontrada as isoformas de 19 0 
kDa e 65 kDa e nas urina de criangas prematura s somen te a 
isoforma da ECA de 65 kDa, sendo esta .semelhante a porgao N- 
dominio da mesma, Estudando a urina das criangas prematuras 
durante urn periodo de 1 a 30 dias apos o nascimento 
verificou-se que a isoforma de 190 kDa aparecia somente no 
trigesimo dia (Hattori e cols., 2000). 

A Invengao : 

Para a execugao do metodo de identif icagao e 
quantif icagao de proteinas, isoformas da enzima conversora 
de angiotensina -I, especif icamente ECAs, de 190-kDa, 
especialmente 90 kDa e de 65 kDa em tecidos, celulas e 
fluidos biologicos , especialmente na urina da presente 
invencao, inicia -se pela coleta de fluidos como por exemplo 
urina, tecido ou celulas de organismos vivos submetendo -os 
a separagao cromatograf ica (resina AcA44 e/ou AcA 34; coluna 
de fase reversa C-18, em espectrdmetro de massa) e por 
Western Blotting (utilizando anticorpo especlfico contra ECA 



13/31 



f * « « i i 

;.. v 



somatica e contra ECA N-dominio [90 kDa, marcador genetico 
de hipertensao e 65 kDa] das isoformas de 190 kDa, 90 kDa e 
65 kDa. As isoformas de 190 kDa e 65 kDa se encontram 
presentes em individuos normals; enquanto que a isoforma de 
90 kDa (marcador genetico de hipertensao) caracteri'zara 
aqueles predispostos ao desenvolvimento de hipertensao e 
les5es em 6rgaos alvo caracteristicos (coracSo, sistema 
nervoso, vasculatura e rim) . 

O metodo da presente invengao parte dp principio de que 
uma aliquota de fluido (por exemplo, urina fresca ou 
concentrada), celulas e tecidos sao processados e analisados 
por metodo de cromatograf ia liquida de alta. performance com 
deteccao por espectrometria de massa (HPLC-MS) ou 

diretamente no detector de massa, onde a amostra em analise 
e comparada aos padroes previamente estabelecidos para, as 
isoformas da ECA de 190 kDa, 90 kDa (marcador genetico . de 
hipertensao) e 65 kDa. Uma aliquota de fluido (por exemplo, 
urina fresca ou concentrada), celulas e tecidos serao 
processados e analisados por Western Blotting (ou outro 
metodo de imunoprecipitacao) utilizando anticorpos 
especificos contra ECA de 190 kDa e as ECAs N-dominio (90 
kDa, marcador genetico de hipertensao e 65 kDa), utilizando 
como controles da analise as isoformas da ECA preparadas 
como padrdes e a enzima recombinante da ECA 

As pesquisas para se chegar aos resultados propostos 
pela presente invengao, enfocando a <ECA;- iniciaram-se em 
1983, quando foram analisados - paciente^ portadores de 
hipertensao arterial essencial (formas leve e/ou moderada) 
em uso agudo de captopril (50 a 150 mg) admiriis trade 
oralmente em dose unica diaria. O estudo teve duragao de 3 
dias e, em cada dia, o periodo de coleta tinha duragSo de 
seis horas, sendo que eram coletadas amostras de sangue e 
urina no final do periodo basal (1 hora)', ap6s assumirem a 
posigao supina, e ao termino do estudo (ap6s 6 horas). Os 
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resultados revelaram inibicao de 50 % da atividade da enzima 
num periodo compreendido entre 1 e 2 horas apos 
administracao de captopril, retornando aos niveis basais ao 
termino do estudo. A atividade enzimatica utilizando o 
substrato Hipuril-His-Leu foi dosada pelo metodo de 
Friedland e Silverstein (1976) . Na analise atraves de 
crbmatografia de troca ionica da urina coletada ,;ap6s 6 
horas, foram- eluidos dois picos proteicos. com atividade 
conversora de rangiotensina I e inativadora de bradicinina 
nas condutividades de 0,7 is (90 kDa) e 1,25 mS (65 kDa) , 
diferindo do perfil encontrado em individuos normotensos 
com ECAs de 190 kDa e- 65 kDa. Baseado nestas cohstatacoes, 
foram desenvolvidos estudos com urn numero maior de 
pacientes hipertensos essenciais leves, ohde evidenciou-se a 
presenga dos dois picos proteicos com atividade conversora 
de angiotensina I como citado acima (Casarini e cols., 
1991) . 

Na continuidade do estudo referido acima ( projeto com 
auxilio da FAPESP de no 95/9168-1) foram constituidos os 
seguintes grupos de estudo: pais normals/ filhos normals; 
pais normais/filhos hipertensos; pais hipertensos/f ilhos 
hipertensos e pais hipertensos/f ilhos normais. Neste estudo, 
delineou-se que, no grupo (pais normais/filhos hipertensos) 
pais hipertensos/f ilhos hipertensos, a urina dos filhos 
apresentava as. duas formas de 90 e 65 kDa;,.. no grupo pais 
normais/filhos^ normais, a urina dos filhos xapresentava as 
formas de 190 e 65 kDa; : e, finalmente, no grupo pais 
hipertensos/filhos normais, a urina dos -filhos apresentava 
as formas de 190, 90 e 65' kDa, sendo que estas duas ultimas 
formas sao fragmentos N-dominio. 

Destes resultados, concluiu-se que possivelmente a 
forma de 90 kDa poderia vir a ser urn marcador de 
hipertensao. No intuito de constatar se essa verificacao era 
urn fator genetico ou urn fator ligado ou nao ao aumento da 
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pressao (fisico), os dados foram validados nesse mesmo 
projeto no modelo experimental de . rato. Para tal, foi 
estudado a urina dos ratos Wistar, Brown Norway, Lyon, SHR, 
1R1C e DOCA-sal. Como resultado, os ratos Wistar, DOCA-sal, 
1R1C e Brown Norway apresentavam as formas de 170 e 65 kDa; 
somente os ratos SHR, e SHR-SP apresentavam as formas 90 e 
65 kDa-. Estes resultados, corroboraram com os obtidos , em 
humanos, sendo, portanto, a isoforma de 90 kDa. da ECA um 
marcador genetico de hipertensao ( Fapesp 9^/00198-0, 
Marques 1999) . 

Em 1997, os pesquisadores, da presente invengao, 
descreveram que a celula mesangial em cultura expressava 
RNAm da ECA (Casarini e cols., 1997). Esta enzima e 
detectada no intracelular (136 kDa e 65 kDa) e secretada- 
(136 kDa e 65 kDa), indicando um efeito potencial da 
producao local de angiotensina II na funcao destas celulas (. 
Fapesp 95/9168- 1; Andrade e cols., 1998). 

Posteriormente foi verificado que o intracelular e meio 
de cultura das celulas mesangiais de SHR apresentavam o 
mesmo perfil das isoformas da ECA (90 e 65 kDa) encontrado 
na urina destes ratos, ( Fapesp 99/01531-1), o que veio 
confirmar o resultado das pesquisas anteriores. A partir 
desses resultados foi verificado, pelos autores da presente 
invengao, que essas isoformas sao expressas no pulmao, 
adrenal, coracao, aorta e figado dos ratos Wistar . (136 kDa e 
69 kDa) e SHR! (96 kDa e 69 kDa) nao estando; restritas ao 
rim (Ronchi, 2002.) ; enfatizando que o marcador qenetico de 
hipertensao de- 80/90/96 kDa e expresso nos varies.. tecidos e, 
com isso, levando a concluir que estas isoforma podem 
contribuir para uma regulagao orgao especifica (cabe 
salientar que quando nos referimos as enzimas de 80 ou 96 ou 
90 kDa, leia-se, mesmas enzimas com pequena alteracao na 
glicolizagao) . 
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A presente invengao inicia-se pela coleta de fluidos 
como por exemplo urina, tecido ou celulas de organismos 
vivos, que serao submetidos a separagao cromatograf ica 
(resina AcA44 e/ou AcA 34; coluna de fase reversa C-18, 
espectrSmetro de massa) e por Western Blotting (utilizando 
anticorpo especifico contra ECA somatica e contra ECA N- 
Mominio [90- kDa, marcador genetico de hipertensao e 65 kDa] 
das isofonaas de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa. As isoformas de 
190 kDa e 65 kDa estafSo presentes em individuos normais 
(ratos normais, celulas e/ou tecidos provinientes de ratos 
normais) ; enquanto que a isoforma de 90 kDa (marcador 
genetico de hipertensao) caracterizara aqueles (individuos 
ou animais, etc) predispostos ao desenvolvimento de 
hipertensao e lesoes em 6rgaos alvo caracteristicois 
(coragao, sistema nervoso, vasculatura e rim) . Uma aliquota 
de f luido (por exemplo, urina f resca ou concentrada) , 
celulas e tecidos serao processados e analisados por metodo 
de cromatografia liquida de alta performance com detecgao 
por espectrometria de massa (HPLC-MS) ou diretamente no 
detector de massa, onde a amostra em analise e comparada aos 
padrOes previamente estabelecidos para as isoformas da ECA 
de 190 kDa, 90 kDa (marcador genetico de hipertensao) e 65 
kDa. Uma aliquota de f luido (por exemplo, urina f resca ou 
concentrada) , celulas e tecidos serao processados e 
analisados por Western Blotting utilisando anticorpos 
especificos contra *ECA^ de 190 kDa e as ECAs N-domin'io (90 
kDa, 'marcador -genetico de hipertensao e 65 kDa) , utilizando 
como controles da analise as isoformas da ECA preparadas 
como padrSes e a enzima recombinante da ECA. 



ISOFOBMA DA ECA COMO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO 
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ISOFORMA DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I (90 kDa, N- 
DOMfNIO) COMO MARCADOR GENETICO DE HI PERTENSAO EXCRETADO NA 
URINA HUMANA. : 

Com base nos estudos anteriores, os pesquisadores da 
presente invengao detectaram em urina de individuos 
normotensos atraves de cromatograf ia de troqa ionica, do is 
picos com atividade conversora de angiotensin I com mas.sas 
moleculares de 190kDa e 65kDa. Quando processada a urina de 
pacientes hipertensos foi obtido urn perfil onde foram 
eluidos dois picos com atividade conversora de angiotensins 
I nas com massas moleculares de 90 kDa e de 65 kDa, nao 
sendo detectada a forma de 190 kDa (Hypertension 26:1145- 
1148, 1995) . ,. ;? 

Urn dos objetivos da presente invengao consiste em 
verificar o potencial da isoforma de 90 kDa como urn marcador 
genetico de hipertensao e como urn progn6stico de 

hipertensao . 

Foram estabelecidos os seguintes grupos de estudo : 

• individuos normotensos com pais normotensos, 

• normotensos com pais hipertensos , 

• hipertensos com pais normotensos, e 

• hipertensos com pais hipertensos . 

As urinas coletadas foram concentradas isoladamente e 
dialisadas com tampao * Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 e 'ent-ad 
submetidas a uma gel filtracao em coluha AcA-34 ^quilibrada 
com tampao Tris-HCl 50mM, contendo NaCl 150 mM, pH 8,0. As 
fragoes coletadas (2 mL) foram monitoradas pela leitura de 
absorbancia em 280 nm e pela atividade conversora de 
angiotensina I, utilizando Hipuril-L-His-L-Leu- e Z-Phe- 
His-Leu como substratos . Obtivemos os seguintes resultados: 
individuos normotensos com pais normotensos apresentaram 
duas isoformas com atividade da ECA (190 kDa e 65 kDa) 
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(n=21); individuos normotensos com pais hipertensos 
apresentaram tres isoformas (190 kDa, 90 kDa e 65 kDa) 

(n=13) e individuos hipertensos com pais hipertensos 
apresentaram duas isoformas (90 kDa e 65 kDa) (n=13) . Como 
previamos nao encontramos ninguem que constituiria o grupo 
hipertensos com pais normotensos. 

Dois individuos que apresentavam as isoformas de 190 
kDa, 90 kDa e 65 kDa, com pressao normal e que permaneceram 
em contato com nosso grupo de pesquisa e foram acompanhadosf 
por 4 anos. No quarto ano pos deteccao das isoformas na 
urina estes tornaram-se hipertensos, comprovando assim que a 
isoforma de 90 kDa realmente e urn marcador genetico de 
hipertensao . 

CONCLUSAO : 



O fato da urina de individuos normotensos com pais 
hipertensos apresentarem as tres isoformas da ECA com pesos 
moleculares de 190kDa, 90kDa e 65kDa, demonstra que a 
isoforma de 90 kDa que aparece precocemente, e um 
progn6stico de que esses individuos poderao vir a ter 
hipertensao, sendo portanto um marcador genetico de 
hipertensao. 

QUANTIFICACAO E I DENT I FI CACAO DA ISOFORMA DA ECA, MARCADOR 

GENETICO DE HIPERTENSAO POR ESPECTRQMETRIA DE MASS A E 

WESTERN BL OTTING 

Western Blotting da urina humana fresca:. 

Urina foi coletada de uma unica miccao na presenca de 
um "pool" (varios inibidores) de inibidores de proteases, 
concentrada e o correspondente a 100 ug foi submetida a 
eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5% seguido de 
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Western Blotting com membrana PVDF, e incubagao com o 
anticorpo policlonal Yl contra ECA humana. Linha 1: urina de 
individuo normal, Linha 2: ECA recombinant e selvagem, Linha 
3: ECA recombinante secretada, Linha 4: urina de individuo 
hipertenso. 

DOSAGEM POR E S PEGTROME TRO DE MASSA; ,j 

Urina brura foi centrifugada por 10 minutos, 3000 rpm, 
a 4°C , seguida de concentragao 4x em tuboUltraf ree 
(Millipore) , centrifugagao por 5 minutos a 3000 rpm, a 4°C, 



centrifugagao por 5 minutos, 3000 rpm, a 4°c, obtendo -se 
urina concentrada e dialisada e a amostra assim preparada 



Os solventes para o sistema. de HPLC: solvente A 
consiste de 0,1% de acido trifluoroacetico (TFA, Merck, 
Alemanha) . As urinas serao separadas numa coluna de fase 
reversa Nova Pak C 18 (Waters) 15 minutos num fluxo de 1.5 
mL/min. As condigoes ainda' estao sendo padronizados tentando 
melhorar a resolugao do metodo. 

ISOFORMA DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENS INA I (90 kDa) 
COMO MA RCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO EXCRETADO EM URINA 
RATO. P ROTOCOLO DESENHADO PARA COMPROVAR OS ACHADOS 
(AFIRMACAO DE MARCADOR GENETICO PARA A PROTElNA DE 90 kDa) .'; 
COM URINA HUMANA. 

Foram^ identificadas as isoformas da ECA presentes na 
urina de ratos isogenicos normotensos (WKY e Brown Norway) , 
isogenicos hipertensos (SHR, SHR-SP, Lyon), isogenicos 
normotensos experimentalmente hipertensos (1K1C e DOCA-Sal) 
e isogenicos hipertensos tratados com antihipertensivos (SHR 
+ enalapril), com o intuito de comparar os per f is 



dialise 



em centricon 



com tampao. Tris/HCl ImM, pH8,0 



foi ahalisada em HPLC-MS. 
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cromatograficos obtidos entre si, buscando caracterizar a 
forma de 90 kDa como urn marcador genetico de hipertensao 
arterial . 

A partir da urina de ratos WKY separamos por gel 
f iltracao em resina de AcA-44 dois picos de atividade 
conversora de AI : o primeiro, WK-1, correspondendo a enzima 
de alta massa molecular (190 kDa)'' e o segundo, WK-2, 
correspondendo a enzima de baixa massa molecular (65 kDa), 
dados comprovados por Western Blotting. No grupo SRH, o 
perfil cromatografico apresentou-se' diferente do encontrado 1 
no grupo. anterior (WK) , sendo identif icadas uma ECA 
denominada S-l, com massa molecular de 80 kDa, e uma 
segunda, S-2, com massa molecular de 65 kDa, semelhante as 
encontradas na urina de pacientes hipertensos nao tratidos 
de 90 kDa e 65 kDa (Casarini et al . , 1991). As diferencas de 
massa molecular entre a enzima de 80 kDa da urina de rato e 
a enzima de 90 kDa da urina de humano ocorre devida a 
glicolisacao (dados nao mostrados) . 

No terceiro grupo (1K1C) , urn modelo de hipertensao 
renovascular induzida, o perfil cromatografico foi 
semelhante ao encontrado nos " ratos controles (WKY) . Neste 
grupo obtivemos dois picos de atividade conversora de AI : o 
primeiro, C-l, correspondendo a enzima de 190 kDa e o 
segundo, C-2, a de 65 kDa. 

j' 

A partir da urina de.' ratos SHR-SP, separamos por gel 
filtragao em resina. AcA-44 dois picos ; com atividade 
conversora de AI : o primeiro, denominado SP-1, 
correspondehdo a enzima de 80 kDa e urn segundo denominado 
SP-2, correspondendo a enzima de 65 kDa, semelhantes aos 
encontrados na urina de ratos SHR e tambem encontrados na 
urina de pacientes hipertensos nao tratados (Casarini et 
al., 1991, 1995) . 
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Ja os ratos SHR-tratados com enalapril, demons trar am 
que apesar de terem a pressao controlada, carregaram a 
isoforma de 80 kDa demonstrando que o perfil das isoformas 
esta ligado ao fator genetico. 

No grupo dos ratos controle do modelo DOCA-Sal, nos 
quais nao foi administrado o tratamento hipertensivo, o 
perfil cromatograf ico foi semelhante ab encontrado para os 
ratos normotensos WK. Obtivemos dois picos com atividade 
cbnversora de AI : o primeiro CD-I, correspondendo a enzima 
de 190 kDa, e o segundo CD- 2, a de 65 kDa. 

0 modelo DOCA-Sal, com hipertensao induzida por 
administragao de DOCA e salina, apresentou um perfil 
* cromatograf ico semelhante ao encontrado nos ratos controle 
DOCA-Sal e WK. Obtivemos dois picos com atividade conversora 
de AI: o primeiro, D-l, correspondendb a ECA de 190 kDa, e o 
segundo, D-2, a ECA de 65 kDa. Este resultado nos mostra que 
realmente o aparecimento da forma de 80 kDa esta ligado a urn 
fator genetico e nao sendo conseqilencia do aumento da 
pressao . 

O resultado da gel filtragao da urina de ratos 
normotensos Brown Norway foi semelhante aos perfis 
encontrados nas urinas dos ratos normotensos . Foram obtidos 
dois picos com atividade da ECA: BN-1, que corresponde a 
enzima de 190 kDa, e.o segundo, BN-2, que corresponde k 
enzima de 65 kDa, indicando . que cepas diferentes de, 
normotensos apresentam mesmo perfil cromatograf ico. 

Comparando os perfis cromatograf icos da urina dos ratos 
WK (controle normal), 1K1C (hipertensao- experimental - 
Goldblatt) , DOCA-Sal (controle) , DOCA-Sal (hipertensao 
experimental) e Brown Norway normotenso com a urina dos 
ratos SHR , Lyon e SHR-SP (geneticamente hipertensos) , 
podemos afirmar que a diferenga basica esta na presenga da 
isoforma de 80 kDa nas urinas dos ratos geneticamente 
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hipertensos. O fato de a isoforma de 80 JcDa nao aparecer nos 
ratos 1K1C e DOCA-Sal,. cuja hipertensao e induzida (fator 
fisico) , reforga a hipotese da mesma estar ligada a um 
fator genetico. 

5 CONCLUSAO: 

Os resultados sugerem que, em ratos geneticamente 
predispostos a hipertensao, a forma de 80 kDa seria 
detectada ao inves da de 190 kDa f podendo, portanto, servir 
como um marcador genetico precoce da hipertensao . 

10 SEGREGAgAO DA ISOFORMA DA ENZIMA CONVERSQRA DE ANGIOTENSINA 
I (9.0 -kDa, N-DOMlNIO) , MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO EM 
URINA RATO. PROTOCOLO DESENHADO PARA DEMONS TRAR 0 
. APARECIMENTO (SEGREGACAO DO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO 
( PROTEtNA DE 90 kDa) NA URINA DE RATOS. CRUZAMENTO DOS 
15 RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR) E BROWN NORWAY (BN) . 

Num projeto anterior caracterizamos as diferentes 
isoformas de baixo peso molecular na urina de rato nos 
diferentes modelos experimentais (Wis tar-Kyoto, SHR, 1R1C, 
DOCA-sal controle, DOCA-sal, SHR-SP e Brown Norway) . 

20 Verificamos que a forma de 90 kDa somente aparece nos ratos 
SHR e SHR-SP, evidenciando um fator genetico para o 
aparecimento dessa forma. Neste projeto, iremos verificar a 
transmissao genica das isoformas de 190 kDa, 80 kDa e 65 kDa 
da eiizima conversora de angiotensina I, analisando seu 

25 gen6tipo e fenotipo na urina de ratos gerados a partir de 
cruzamentos e retrocruzamentos entre as ragas SHR e Brown 
Norway. 
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Desenho do cruzamento 



Foram realizados cruzamentos entre ratos Brown Norway e 
SHR (BN x SHR) , gerando um grupo de ratos heterozigotos 
chamados de F1SB01 a F1SB04; deste grupo foram escolhidos 
dois animais (F1SB01 e F1SB03), machos para realizagao do 
retrocruzamento com rato SHR (femea) '.' Para fenotipagem, a 
urina dos animais foi coletada e concentrada, sendo em 
seguida submetida a cromatograf ia em coluna de gel filtragao 
AcA-34, equilibrada com tampao Tris/HCl 0,05m pH 8,0 , 
contendo NaCl 0, 15M. Fragoes de 2,0 ml foram eluidas sob um 
fluxo de 20 ml/h, sendo monitoradas - pela medida da 
absorbancia em A280 nm e pela atividade enzimatica da ECA 
utilizando-se como substrato Z-Phe-His-Leu (ZPheHL) . 

RESULTADOS 

Geni tores: dois picos com atividade da ECA foram 
eluidos da urina de ratos BN submetidos a cromatograf ia em 
coluna AcA-44, BN-1 e BN-2, com massa molecular estimada de 
190 kDa e 65 kDa, respectivamente . Ja. na urina de ratos SHR 
detectou-se dois picos com atividade conversora, porem, com 
massa molecular estimada de 90 kDa e 65 kDa, 
respectivamente . 

Em Fl foram gerados 39 animais, dos quais 100% foram 
fenqtipados como heterozigotos .para as tres formas da enzima 
de 190, 90 e 65 kDa, A partir do • retrocruzamento foram 
gerados- animais dos quais 85 % apresentaram as tres 
isoformas da enzima (grupo NH) e 15 % apresentaram as formas 
de 90 e 65 kDa (grupo H) . 
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CONCLUSAO 

Atraves dos resultados obtidos, podemos sugerir que a 
isoforma de 90 kDa (marcador genetico de hipertensao 
arterial) continua presente nas geracoes oriundas dos 
cruzamentos e retrocruzamentos . 

\i t. 

EXPRESSAO DO MARCADOR GENfeTICO DE HIPERTENSAO, ISOFORMA. DE 
90 kDa NOS TECIDOS (AORTA, ADRENAL, CORACAO, FfGADO, PULMAO, 
RIM, PANCREAS) DE RATOS ESPONTANEAMENTE HI PERTENS OS 
COMPARADOS AOS WISTAR E WISTAR ISOG^NCIO. 

Em estudos anteriores de nosso laboratorio foram 
detectadas em urina de ratos Wis tar as isoformas de 190 e : 65 
kDa, perfil este, semelhante ao descrito para os individuos 
normotensos. Enquanto que, na urina de ratos SHR foram 
identif icadas as isoformas de 80 e 65 kDa, fragmentos N- 
terminals da EGA, repetindo o perfil encontrado para 
individuos hipertensos leves, 

Os homogenatos foram submetidos a cromatograf ia em gel 
filtragao, tendo sido detectados dois picos com atividade 
sobre o substrato HHL nos diferentes tecidos de ratos W e 
WI, cujas massas moleculares de 137 e 69 kDa sao semelhantes 
as relatadas para a urina de ratos W (Tabela 1). Os tecidos 
de ratos SHR tambem apre^entaram dois picos de atividade 
cujas. massas moleculares estimadas^ foram de 96 e 69 kDa, 
sendo qtie esse perfil correspondeu ao encontrado para as 
enzimas de urina dos mesmos ratos. A expressao proteica das 
isoformas de 137*. e 69 kDa foi observada em todqs os tecidos 
estudados, obtidos dos ratos Wis tar e Wistar isogenico pela 
tecnica de Western Blotting. Utilizando a mesma tecnica, 
confirmamos a expressao das isoformas de 96 e 69 kDa para 
todos os tecidos dos ratos SHR (Tabela 1) . Os resultados 
obtidos mostram a expressao das isoformas de 69 kDa (alem 
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da i so forma de 137 kDa) nos tecidos de w e WI, bem como das 
isoformas de 96 e 69 kDa nos tecidos dos ratos SHR, nos 
levando a propor que a expressSo das isoformas N-dominio, 
mais especificamente a isoforma de 96 kDa (marcador genet ico 
de hipertensao) nao esta restrita somente a urina e/ou rim, 
mas estas estao presente, localmente nos tecidos estudados. 

EXPRESS AO DO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO, ISOFORMA DE 
90 kDa NAS CELULAS ME SANG I AI S EM CULTURA DE RATOS 
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS COMPARADOS AOS RATOS WISTAR 

Os glomerulos foram isolados de ratos Wistar ou de SHR 
segundo o metodo de Greenspon e Krakomer (1950) . Os ratos 
foram anestesiados com eter sulfuric© e submetidos ,. a 
nefrectomia bilateral. Os rins foram decapsulados ' e 
realizou-se a macrodissecacao cortical. O cortex foi 
separado da medula e em seguida, os fragmentos foram 
passados por uma sequencia de peneiras que diferiam no 
tamanho da abertura das malhas (60, 100 e 200 mesh) . Os 
glomerulos foram coletados da superficie da terceira peneira 
e forcados a passar por uma agulha (25 x 7) com o objetivo 
de desc'apsular os glomerulos. Os glomerulos descapsulados 
foram contados utilizando em camara de Newbauer e divididos 
(densidade de -300 glomerulos/ cm 2 ) em garrafas de 25 cm 2 
utilizando RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal 
bovino> penicilina (50 U/mL) , HEPES (2.6 g) e glutamina 2mM. 
As garrafas de cultura foram mantidas a -C0 2 (5%), a 37° c. 0 
meio foi tirocado a cada 36 h. Aproximadamente ap6s 3 semanas 
a cultura primaria das celulas mesangiais foram 
tripsinizadas. As subculturas cresceram no mesmo meio. Este 
procedimento foi repetido ate o terceiro subcultivo, quando 
as celulas foram preparadas para os experimentos : Celulas 
mesangiais (CM) (3° subcultivo) foram incubadas por 20 horas 
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com RPMI sem soro fetal bovina e apos, as CM e o meio foram 
coletados separadamente . 

O meio coletado no 3° subcultivo foi concentrado em 
concentrador Amicon. 0 meio concentrado (2.0 mL) foi 
5 submetido* a uma gel filtragao em coluna AcA-44 (1.5 x 100.8 
cm; volume 178.0 mL) , equilibrada com tampao Tris-HCl 50 raM, 
pH 8.0, contenclo NaCl 150 iriM. Foram coletadas fragoes de 2.0 
mL sob' fluxo de 20 mL/h. A eluigao foi realizada sob fluxo 
de 20 irfL por hora. Foram coletadas ffagoes de 2 mL, sendo 

10 que estas foram monitoradas por medidas de absorbancia em 
280 nm e a atividade enzimatica quantif icada, utilizando-se 
como substrato Hippuril-His-Leu (HHL) . 

As CM coletadas foram lisadas com 4mL de tampao Tris- 
HCl 50 raM, pH 8,0, contendo Triton X-114 "1% e PMFS 0,5 ipM, 

15 atraves de agitagao mecanica, por Ihora, a 4°C. Apos esse 
periodo, o lisado celular foi centrifugado e o sobrenadante 
coletado e concentrado em concentrador Amicon f sob pressao 
de nitrog§nio, a 3 kgf/cm 2 • Posteriormente, 2mL foi 
submetido a cromatograf ia em gel filtragao. 

20 Os resultados obtidos para CM em cultura de ratos 

Wistar e SHR apresentaram o mesmo perfil cromatograf ico 
obtido para a urina humana de individuos normais e de 
pacientes hipertensos moderados e tambem para a urina de 
ratos Wistar e SHR confirmando portanto que no rim, mais 

25 especificamente no glomerulo f produzem as diferentes 
isoformas ja citadas (Tabela 2) . 

CONCLUSAO FINAL: 

Baseado no fato que a ECA de 90 kDa aparece apenas em 
pacientes hipertensos / CM de SHR/urina de ratos SHR, nos 
30 podemos sugerir que a mesma possa ter um papel importante e 
especifico como um marcador genetico de hipertensao. 

I . 
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Baseado nos estudos obtidos com os grupos pais e filhos 
vimos que as isoformas de 190, 90 e 65 kDa estao presentes 
nos individuos normais filhos de pais hipertensos 
evidenciando uma segregagao dessa isoforma, podendo 
caracteriza-la como urn preditor de hipertensao. Esses dados 
foram confirmados no cruzamento e retrocruzamento de ratos 
Brown Norway e SHR. 

FIGURA Vif. Demonstra a Cromatografia <te gel filtragao em 
coluna Ac A— 34 de urina humana. 

Urina de individuos normotensos com pais hipertensos 
apresentarm as tres isoformas da ECA com pesos moleculares 
de 190kDa, 90kDa e 65kDa, demonstrando que a isoforma de 90 
kDa aparece precocemente demonstrando ser um prognostic©- de 
que esses individuos poderao vir a ter hipertensao, sendo 
portanto um marcador genetico de hipertensao. 

FIGURA 2 : Apresentagao da Seqiiencia N-terminal e C- 
terminal das isoformas da enzima conversora de 
angiotensina I de 90 kDa e 65 kDa. 

FIGORA 3 : Western Blotting da urina umana fresca. 

Linha 1: urina de individuo normal, Linha 2: ECA 
recombinante selvagem, Linha 3: ECA recombinante secretada, 
Linha 4: urina de individuo hipertenso. 

FIGURA 4 : Esquema da dosagem por espectrometro de massa 

T ABE LA I : Sumarizaqao dos grupos de estudo quanto a suas 
fra^oes de eluigao e massas moleculares 

estimadas, evidenciando a ECA de 80 kDa como 
marcador genetico de hipertensao. 

Tabela II: Sumarizagao dos grupos em estudo quanto as massas 
moleculares determinadas . 
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Tabela III: Isoformas da EGA detectadas no extracelular e 
lisado celular de celulas mesangiais em cultura 
de ratos Wis tar e SHR. 
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RE IVIND ICACOE S 



METODO DE IDENTIFICA£AO E QUANT I FI CA£AO DE PROTEINAS, 
ISOFOFMAS DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGI OTENS INA I EM 
TECIDOS, CELUIAS E FLUIDOS BIOLOGICOS caracterizado 
pelas seguintes etapas: 

(a) coletar uma >.aliquota de fluidos biologicos fresco 
ou concentrado, celulas ou tecidps de organismos 
vivos ^ e submete-los a analise e separagao por 
metodo de e por Western Blotting; 

(b) comparar a amostra em analise aos padroes 
previamente -estabelecidos para os marcadores 
geneticos de hipertensao e 65 kDa . isof ormas da ECA 
de 190 kDa f 90 kDa e 65 kDa. Uma aliquota de fliiido 
(por exempio, urina fresca ou concentrada utilizando 
como controles da analise as isoformas da ECA 
preparadas como padroes e a enzima recombinante da 
ECA; 

(c) detectar a presenga das isoformas de 190 kDa e 65 
kDa em individuos normais e detectar a presenga da 
isoforma de 90 kDa que caracterizarci * aqueles 
individuos predispostos ao desenvolvimento de 
hipertensao e lesoes em orgaos alvo caracteristicos . 

METODO de acordo com a reivindicagao 1 caracterizado 
frelo fato- de que a isoforma de 90 kDa detectada na etapa 
( c ) e o marcador genetico de hipertensao e o agent e 
prognostico de hipertensao. 

METODO de acordo com a reivindicagao 1 caracterizado 
pelo fato de que a seperagao cromatogiraf ica da etapa (a 
) ser processada em resina AcA44 e/ou AcA 34; coluna de 
fase reversa C-18, espectrometro de massa e Western 
Blotting utilizando anticorpo especifico contra ECA 
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somatica e contra ECA N-dominio [90 kDa e 65 kDa] das 
isoformas de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa, 

METODO de acordo com a reivindicagao 1 a 3 caracterizado 
pelo fato do fluido biologico ser urina. 

METODO de acordo com as reivindicagoes 1 a 4 
caracterizado pelo fato de serem detectados em urina de 
individuos normotensos dois picos com atividade 
conversora;, de angiotensina I com pesos ,moleculares de 
190kDa e 65kDa. 

METODO de acordo com as reivindicagao 5 caracterizado 
pelo fato de se empregar cromatograf ia de troca ionica. 

METODO de acordo com a reivindicagao 5 caracterizado 
P elQ fato de serem detectados em urina de individuos 
hipertensos urn perfil onde foram eluidos dois picos 
com atividade conversora de angiotensina I com pesos 
moleculares de 90 kDa e de 65 kDa e nao sendo detectada 
a forma de 170 kDa. 

METODO de identif icagao do potencial da isoforma da 
enzima conversora de angiotensina I de 90 kDa 
caracterizado pelas seguintes etapas: 

(a) concentrar e dialisar urina dialisadas com tampao 
Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 e entao submetidas a gel 
filtragao em coluna AcA-34 equilibrada com tampao 
Trls-HCl 50mM, contendo NaCl 150 mM, pH 8,0; 

(b) As fragoes coletar 2 mL das fragoes e monitorar 
pela leitura de absorbancia em A 280nm e pela 
atividade conversora de angiotensina I, utilizando 
Hipuril-L~His-L-Leu- e Z-Phe-His-Leu como 
substratos; 

(c) observar a presenga das isoformas com atividade da 
ECA (170 kDa e 65 kDa) (n=21) , das isoformas (170 




kDa, 90 kDa e 65 kDa) (n=13) e das isoformas (90 kDa 

e 65 kDa) (n=13 ) . 
METODO de acordo com a reivindioagao 8 caracterizado 
pelo fato de que as duas isoformas com atividade da ECA 
(170 kDa e 65 kDa) (n=21) detectadas na etapa ( c ) 
serem provenientes de individuos normotensos com pais 
normotensos . ' - : : 

METODO de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado 
pelo fato de que as tres isoformas (170 kDa, 90 kDa e 
65 kDa) (n=13) detectadas na etapa ( c ) serem 
provenientes de individuos normotensos com pais 

hipertensos . 

METODO de acordo com a reivindicagao " 8 caracterizado 
pelo fato de que as duas isoformas (90 kDa e 65 kDa) 
(n=13) detectadas na etapa ( c ) serem provenientes . de 
individuos hipertensos com pais hipertensos*. 

METODO de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado 
pelo fato de ser a isoforma de 90 kDa urn marcador 
genetico de hipertensao e urn agente prognostico de 
hipertensao. 

MARCADOR MOLECULAR GENETICO DE HIPERTENSAO A BASE DAS 
REFERIDAS PROTEINAS GENETICO obtido de acordo com as 
reivindicagoes de 1 a 12 caracterizado pelo fato de ser 

a base da. isoforma de 90 kDa . 

' *. '• . 

USO DO MARCADOR GENETICO obtido de acordo com as 
reivindicagoes de 1 a 12 caracterizado pelo fato de ser 
empregado como agente prognostico de hipertensao . 

USO do marcador genetico obtido de acordo com as 

reivindicagoes 1 a 12 caracterizado pelo fato de ser no 

diagnostico da predisposigao ao desenvolvimento de 
hipertensao e lesoes em orgaos alvo caracteristicos , 
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16. USO de acordo com a reivindicagao 15 caracterizado pelo 
fado dos orgaos alvo serem o coraqao, sistema nervoso, 
vasculatura e rim. 

17. METODO ANALITICO PARA DIAGNOSTICS), ESTRATIFICACAO DE 
RISCO, DECISAO TERAPEUTICA EM PORTADORE S DE HI PERTENSAO 
ARTERIAL E LESOES RENAIS caracterizado pelo fato de 
detectar a presenga das isoformas de 190 kDa e 65 kDa 
em individuos normais e detectar a presenga da isofox;ma 
de 9CT kDa' que caracterizarai aqueles individuos 
predispostos ao desenvolvimento de hipertensao e lesoes 
em orgaos alvo caracteristicos . 

18. METODO de acordo com a reivindicagao 17 caracterizado 
pelo fato de que a isoforma de 90 kDa detect ada na etapa 
e o marcador genet ico de hipertengao e o agent e 

15 prognostico de hipertenao. 

19. METODO de acordo com a reivindicagao 17 caracterizado 
pelo fato de que o fluido biologico ser urina. 

20. KIT PARA DIAGNOSTIC*) caracterizado por conter o marcador 
genetico obtido de acordo com as reivindicagoes 1 a 12. 

21. KIT PARA DIAGNOSTIC© caracterizado por conter o marcador 
genetico e a gente prognostico de hipertensao. 

22. KIT de acordo com as reivindicagoes 16 e 17 
caracterizado pelo fato de ser para uso no diagnostico, 
estratificagao de risco e decisao terapeutica na 

25 hipertensao arterial. 
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FIG. 01 



Filhos nonuotensos/ Pais normotensos 



Filhos normotensos/ Pais hipertensos 



Filhos hipertensos/ Pais hipertensos 
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FIG. 02 



SggU§ncja N-terminal e C-terminal das isoformas da enzima conversora de anqiotensina l 

de 90 kDa e 65 kDa 

N-terminal: 

2 5 10 15 

90 ACE Asp Pro X Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser X Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu 
Phe 

65 ACE Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Ala Asp Glu X Gly Ala Gin Leu 
Phe 

Somatic ACE Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Ala Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu 
Phe 

Rat ACE Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Ala Asp Glu Ala Gly Ala Gin J_eu 

Phe i 

Mouse ACE Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Pro Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu 
Phe 

Bovine ACE Asp Pro Ala Leu Gin Pro Gly Asn Phe Pro Ala Asp Glu Ala Gly Ala Gin ile 
Phe 

C terminal: 
65 kDa ACE: 

GYLVDQXRXGVFS 

Somatica: GLLDRVTNOTESDINYLLKMALEKIAFLPFGYLVDQWRWGVFSGRTPPSRY 

440 450 460 470 480 

A enzim a de 65 kDa termina no aminoacidos de numero 481 

90 kDa ACE 
EVLGXPEYQXHPP 

Somatica: VGLDALDAQPLLKYFQPVTQWLQEQNQQNGEVLGWPEYQWHPPLPDNYPE 

590 600 610 620 630 



A enzima de 90 kDa termina no aminoacfdo de numero 632 



fe : 
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FIG. 04 



DOSAGEM POR ESPECTROMETRO DE MASSA: 



urina bruta 
U 

centrifugagao por 10 minutos 
3000 rpm, a4°C 
U 

concentragao 4x em tubo 
Ultrafree (Millipore) 
centrifugagao por 5 minutos 

3000rpm,a4°C V 

dialise em centricon com tampao Tris/HC1 1 mM, 
^ pH8,0 centrifugacao por 5 minutos.3000 rpm.a 4°c. 



urina concentrada e 
dialisada 

T 

HPLC-MS 
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TABELA I: 



Linhagens Enzimas Eluicao Massa Molecular 

Fracao (n°) Estimada (kDa) 


WKY V 


WK-1 ~n 


32 

54 < 


190 
65 




WK-2 1. 


SHR T 


S-1 ! 


50 
55 


80 
65 




S-2 i 


1K1C 


C-1 


32 
54 


140 
65 




C-2 


DOCA-Sal 


D-1 


34 
52 


190 
65 


D-2 ] 


DOCA-Sa! 
controle 


CD-1 


34 
52 


190 

oa 


CD-2 


SHR-SP 


SP-1 


50 
55 


90 
65 


SP-2 


BN 


BN-1 


32 


190 


BN-2 


54 


65 


SHR 
enalapril 


| S-1 


50 . 


80 


S-2 


55 


65 


Lyon 


L-1 
L-2 


50 
55 


80 
65 
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TABELA III: 



Ratos 


Extracelular 


Intracelular 


Wistar 


130 kDa 


135 kDa 




60kDa 


68 kDa 


SHR 


80 kDa 


80 kDa 




60 kDa 


68 kDa 
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METODO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICAQAO DE PROTEINAS, 
ISOFORMAS DA ENZIMA. CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I, MARCADOR 
MOLECULAR GENETICO A BASE DAS REFERIDAS PROTEfNAS, USO DO 
REFERIDO MARCADOR MOLECULAR, METODO ANALITICO PARA 
DIAGNOSTICO, ESTRATIFICACAO DE RISCO, DECISAO TERAPEUTICA EM 
PORTADORES DE HI PERTENSAO ARTERIAL E LESOES RENAIS E KIT 
PARA USO NO DIAGNOSTICO. 

A presente invengao trata de urn metodo de identif icacao 
e quantificagao de proteinas, isoformas da enzima conversora 
de angiotensina I especif icamente EGA, 19-kDa, especialmente 
90 kDa em tecidos, celulas e fluidos biologicos , 
especialmente na urina, marcador genetico e agente 
prognostics de hipertensao a base das referidas proteinas, 
uso do referido marcador e agente em portadores de 
hipertensao arterial e lesoes renais primarias ou secundaria 
e kit para uso no diagn6stico, estratif icagao de risco e 
decisao terapeutica na hipertensao arterial. 

Urn dos objetivos da presente invengao consiste em 
verificar o potencial da isoforma de 90 kDa como um marcador 
genetico de hipertensao e como um prognostico de 
hipertensao. 
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METODO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS, 
ISOFORMAS DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I, MARCADOR 
MOLECULAR GENET I CO A BASE DAS REFERIDAS PROTEINAS, USO DO 
REFERIDO MARCADOR MOLECULAR, METODO ANALITICO PARA 
DIAGNOSTICS ESTRATIFICACAO DE RISCO, DECISAO TERAPEUTICA EM 
PORTADORES DE HIPERTENSAO ARTERIAL E LESOES RENAIS E KIT 
PARA USO NO DIAGNOSTICS 



Campo da Invengao 



A presente invencao trata de um metodo de identif icacao 
e. quant if i cacao de proteinas, isoformas da enzima conversora 
de angiotensina I, especif icamente ECAs de 190-kDa, 
especialmente de 90 kDa (marcador genetico de hipertensao) e 
de 65kDa em tecidos, celulas e fluidos biologicos, 
especialmente na urina, urn marcador molecular a base das 
referidas proteinas, uso do referido marcador molecular, 
metodo analiticos para diagnostico, estratif icacao de risco, 
decisao terap§utica em portadores de hipertensao arterial e 
lesdes renais primarias ou secundaria e kit para uso no 
diagn6stico, estratif icagao de risco e decisao terapeutica 
na hipertensao arterial. 

Antecedentes da Invencao 

O conhecimento da existencia de dois sistemas de 
polipeptideos vasoativos, urn hipertensor e outro hipotensor, 
no organismo de mamiferos e :• relativamente recente. As bases 
fundamentals para a compreensao do sistema hipertensor, 
sistema renina-angiotensina, foram estabelecidas pelos 
trabalhos de Houssay e Fasciolo (1937), Houssay e Taquini 
(1938), Braun-Menendez, Fasciolo, Leloir e Mufioz (1939) e 
Kohlstaedt, Helmer e Page (1938) . Por sua vez, o 
conhecimento do sistema hipotensor, sistema calicreinas- 
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cininas, fundamenta-se nos trabalhos de Frey, Kraut e Werle, 
realizados na decada de 1930 ( Frey, Kraut e Schultz, 1930; 
Kraut e cols., 1930; Werle, 1936; Werle e cols., 1937 ) e 
naqueles de Rocha e Silva, Beraldo e Rosenfeld ( 1949 ) e 
Prado, Beraldo e Rocha e Silva ( 1950 ) . 

Nos dois sistemas o peptideo vasoativo e liberado de 
seu precursor proteico plasmatico atraves de prote61ise-. 
limitada segundo um esquema geral: 

Substrato 

Protease 



Peptideo Ativo 



Os inumeros trabalhos sobre purificacao e 
caracterizacao das proteases e dos substratos envolvidos 
nestes dois sistemas permitiram o esclarecimento das varias 
etapas necessarias para a liberagao do peptideo ativo. 0 
papel fisiol6gico destes ultimos, contudo, ainda nao esta 
totalmente esclarecido, bem como o seu catabolismo. 



SISTEMA RENINA - ANGIOTENSINA: 

A renina e uma protease acida (E. C. 3. 4. 99. 19), 
secretada e armazenada pelas celulas justaglomerulares das 
arteriolas aferentes do glomerulo renal (Kohlstaedt e cols., 
1938; Hartroft, 1963 e Tobian, 1960) . O substrato sobre o 
qual esta enzima exerce sua agao e uma a 2 -globulina 
plasmatica, angiotensinogenio, do qual se conhece parte da 
seqtiencia N-terminal (Braun - Menendez e cols., 1939; Bumpus 
e cols., 1958; Schwyzer e Turrian, 1960) que corresponde a 
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: Asp 3 - Arg 2 - Val 3 - Tyr 4 - He 5 - His 6 - Pro 7 - Phe e - His" 
- Leu 10 - Leu 11 - Val 12 - Tyr 13 - Ser 14 . 

A renina hidrolisando a ligagao Leu 10 -Leu u na molecula 
do angiotensinogenio libera o decapeptideo angiotensina I, 
que e pouco potente como vasoconstritor . Uma segunda enzima 
descrita por Skeggs e cols. (1956), a enzima conversora, e a 
responsavel pela hidrolise da ligagao Phe 8 -His 9 e pela 
liberagao do • octapeptideo angiotensina II, 

farmacologicamente ativo, sendo inativado por 

angiotensinases . 



0 SISTEMA CALICREiNAS - CININAS : 



0 si sterna calicreina-cininas compreende cininogenases 
que hidrolisam um precursor inativo, o cininogenio, 
liberando cininas, que por sua vez sao inativadas por 
cininases. 

O termo cininogenase inclui proteases, tais como: 
calicreinas, tripsina, pepsina, certas proteases bacterianas 
e venenos de cobra (Prado, 1970; Rocha e Silva e cols., 
1949; Suzuki e Iwanaga, 1970) . Entre estas enzimas, as 
calicreinas sao especificas para o sistema: sao serino - 
proteases que liberam cininas do cininogenio por proteolise 
limitada (Neurath, 1975) e tern pequena atividade 
proteolitica sobre outras proteinas . Dois tipos de 

calicreinas sao encontradas nos mamiferos: glandular e 
plasmatica, que diferem entre si em propriedades fisico- 
quimicas e imunologicas, velocidade de reacad' com 
cininogenios e substratos sinteticos, tipos de cininas 
liberadas e resposta a uma variedade de inibidores 
sinteticos e naturals. 

Os cininogenios, por sua vez, sao glicoproteinas acidas 
que contem a molecula de bradicinina na extremidade C - 
terminal ou pr6ximo a ela (Pierce, 1968); sao hidrolisadas 
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pelas calicreinas glandulares liberando lisil - bradicinina, 
e pela plasmatica liberando bradicinina (Rocha e Silva , 
1974) . A lisil - bradicinina e convertida em bradicinina por 
aminopeptidases existentes no plasma (Erdos e Yang, 1970) e 
em tecidos (Hopsu e cols., 1966 a, b ; Borges e cols., 1974; 
Prado e cols., 1975). 

No plasma foram ^descritos, dois • cininogenios 
funcionalmente distintos, cininogenio de alto peso 
molecular/ que e substrato para as- duas classes de 
calicreinas (plasmatica e glandular), e cininogenio de baixo 
peso molecular, que e bom substrato somente para calicreinas 
glandulares ( Werle e Trautschold, 1963; Prado e cols., 1971 
) . 

A bradi'cinina (BK = Arg 1 - Pro 2 - Pro 3 - Gly 4 - Phe 5 - 
Ser 6 - Pro 7 - Phe 8 - Arg 9 ) , a lisil - bradicinina e a 
metionil - lisil - bradicinina sao potentes agentes fisio- 
farmaco-patol6gicos, produzindo hipotensao e vasodilatagao, 
dor, contracao da musculatura lisa, aumento da 
permeabilidade vascular e migragao de leuc6citos (Erdos e 
Yang, 1970; Pisano, 1975) . 

PAPEL FISIOL6GICO DAS CININAS : 

A acao das cininas no organismo ainda nao esta 
suficientemente esclarecida, embora a elas venha sendo 
atribuida participacao em varias fungoes f isiologicas, quer 
a nivel sistemico, quer a nivel tissular. 

PropSe - se sua mediagao em processos tao variados 
como: vasodilatagao • perif erica e mediagao em fenomenos 
inflamat6rios; interacao com o sistema de sintese e 
liberacao de prostaglandinas; mobilidade de espermato 2 6ides; 
regulagao do fluxo renal; mediagao na reabsorgao de sodio 
Pelo nefron ( Wilhelm, 1973; Terragno e cols., 1975; 
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Baumgarten e cols., 1970; Schill e Haberland, 1974; 
Levinsky, 1979) . 

Para o esclarecimento real do papel exercido pelas 
cininas neste conjunto de processos e importante o 
conhecimento nao so dos mecanismos que levam a sua 
liberagao, como tambem do seu catabolismo. 

CATABOLISMO DAS CININAS: 

As enzimas responsaveis pela inativagao das "cininas sao 
denominadas genericamente cininases. Sob esta sigla esta 
englobada uma serie de peptidases capazes de hidrolisar 
ligagoes na molecula de BK ou de derivados, "nao sendo 
necessaria ou comprovadamente participantes do catabolismo 
de cininas. 

Observances sobre a existencia desta classe de enzimas 
vem sendo feitas desde os trabalhos iniciais do sistema das 
cininas e tern sidb descritas em varies 6rg5os, tecidos e 
liquidos fisiologicos por di versos grupos de pesquisadores . 

PLASMA: 



No plasma humano ja foram bem caracterizados dois tipos 
de cininases; a cininase I ( arginina carboxipeptidase, E.C. 
3.4.12.7 ) e a cininase II ( peptidil - dipeptidase, E.C. 
3.4.15.1 ) . 

A cininase I e uma enzima do tipo carboxipeptidase, 
purificada pela primeira vez a partir da fragao IV de Cohn 
(Erd6s e Sloane, 1962) . Esta enzima hidrolisa a ligagao Phe 8 
Arg 9 da BK. Foi denominada inicialmente carboxipeptidase 
N por possuir propriedades que a diferenciam da 
carboxipeptidase B pancreatica. Apesar do nome oficial, 
arginina carboxipeptidase, esta enzima catalisa melhor a 
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hidrolise de lisina C - terminal do que arginina/ em muitos 
substratos ( Oshima e cols., 1975). 

Entre os substratos sinteticos utilizados nos estudos 
de purificagao e especif icidade dessa enzima encontra-se HLA 
(Oshima e cols., 1975). 

A segunda enzima com atividade cininasica, descrita no 
plasma, e a cihinase II, a qual inativa BK por hidrolise da 
ligagao Pro 7 - Phe 8 , liberando o dipeptideo Phe-Arg ( Yang 
e Erdos, 1967 ) . 

Verificou-se posteriormente, que esta enzima . era 
identica a enzima conversora de angiotensina I (AI) do 
sistema renina - angiotensina ( Yang e cols., 1970 a e Yang e 
cols., 1970 b ), sendo, portanto, responsavel pela hidrolise 
da ligagao Phe 8 - His 9 na'" molecula da AI . Uma das 
caracteristicas desta enzima e ser inibida pelos peptideos 
potenciadores de BK (BPP) , descritos por Ferreira, ( 1965) e 
Ferreira (1966) . 

Enzimas com especif icidades semelhantes aquelas das 
cininases I e II de plasma humano foram descritas em outras 
especies animais (Erdos e Yang, 1970). 



Ao pulmao tem sido atribuida grande import anci a na 
destruigao de BK, existindo uina serie de trabalhos na 
literatura que relatam a inativagao por este orgao, de,, alta 
porcentagem de BK infundida. (Ferreira e Vane, 1967; Biron, 
1968 e Dorer e cols., 1974). 

Ja 'foi purificada uma cininase II em pulmao de porco 
(Dorer e cols., 1972 e Nakajima e cols., 1973), pulmao de 
coelho e rato (Soffer e cols., 1974 e Lanzillo e Fanburg, ( 
1974 ) . 

Estudos de Ryan e cols., tem contribuido bastante para 
esclarecer o mecanismo de inativagao deste orgao. A BK seria 



PULMAO: 
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# 



inativada, enquanto que AI seria convertida em All durante a 
circulagao, por uma enzima tipo cininase II que estava 
localizada nas vesiculas pinocitoticas do endotelio 
vascular. Ryan e cols./ verif icaram ainda que a BK e muito 
5 mais facilmente hidrolisada que a LBK - BK e MLBK. Sua 
teoria e que estas cininas maiores tern acesso mais dificil 
as vesiculas. Ryan ecols. postularam ainda que os produtos 
de hidrolise de BK encontrados apos circulagao pulmonar 
seriam decorrentes nao so da agao da primeira enzima citada 
10 mas tambem a agao de outras enzimas localizadas no 
citoplasma de celulas endoteliais ( Ryan e cols., 1968 e 
Ryan e cols., 1975). 



15 cininases plasmaticas e pulmonares a responsabilidade pelo 
catabolismo das cininas "in vivo * . Experiencias de Prado e 
cols. (1975) demonstraram, entretanto, que outros orgaos sao 
capazes de inativar cininas quando estas sao perfundidas em 
ratos exangues, nos quais a circulagao pulmonar foi excluida 

20 do circuito de perfusao. Neste mesmo trabalho, perfundindo 
figado xx in situ , mostraram que este orgao inativava 
quantidades consideraveis de BK. 

Em continuagao a estes trabalhos, Borges e cols. (1976) 
verif icaram que a inativagao de BK pelo figado perfundido 

25 "in situ"'e devida pelo menos a duas enzimas: uma peptidil 
dipeptide hidrolase e uma segunda enzima que hidrolisa a 
ligagao Phe° - Ser 6 da BK. Esta enzima poderia ser uma 
peptidase de membrana, pois foi removida do figado 
perfundido atraves do uso de Triton X - 100 no liquido de 

30 perfusao. A atividade cininasica obtida nestes trabalhos e, 
segundo estes autores, bastante inferior aquela encontrada 
em sobrenadante de homogeneizado total do orgao. 



FIGADO: 



Erdos e Yang atribuiram quase que exclusivamente as 
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Trabalhando exatamente com uma preparagao deste tipo, 
ou seja, homogeneizado de figado de rato, Mazzacor.atti ( 
1978 ) purificou duas serino - proteases com diferentes 
pesos moleculares, que hidrolisam a ligacao Phe 5 - Ser 6 da 
BK. 

CEREBRO 

Muitos invest igadores tern estudado o metabolismo de 
cininas em extratos de cerebro (Iwata e cols., 1969; 
Camargo e cols., 1969) . 

As cininases de homogeneizados de cerebro de coelho tern 
sido estudadas sistematicamente por Camargo e cols. ( 1973 
), Oliveira e cols. (1976 ). Duas tiol - endopeptidases com 
pH otimo de 7,5 foram purificadas da fragao sobrenadante . A 
primeira enzima, cininase A, hidrolisa a ligacao Phe 5 - Ser 1 
da BK e tern urn peso molecular de 71 kDa; enquanto a outra, 
cininase B, hidrolisa Pro 7 - Phe 8 como a cininase II, mas. 
tern urn peso molecular de 6900. Esta enzima seria diferente 
da enzima conversora (cininase II), pois estudos 
preliminares nao mostraram conversao de AI em All. 

Wilk, Pierce e Orlowiski (1979) descreveram duas 
enzimas a partir de tecidos cerebrals que diferem das acima 
referidas. Uma das enzimas, extraida de pituitaria bovina, 
tambem hidrolisa a ligagao Phe 5 - Ser 6 da BK, mas por seu 
peso molecular ( maior que 100000 ) e por ser inibida por Na 
e K + difere da cininase A. A segunda enzima descrita, 
extraida do cerebro de coelho, e especifica para a hidrolise 
daquelas ligagoes peptidicas nas quais a prolina = contribui 
com o grupamento carboxila. Esta enzima hidrolisa em 
primeiro lugar a ligagao Pro 7 - Phe 8 da BK e em segundo a 
ligagao Pro 3 - Gly 4 . 



9/32 



RIM: 

A atividade cininasica do rim 6 maior do que a 
encontrada no plasma ou no figado (ErdSs e Yang, 1970 ) . 

Neste orgao ja foram purificadas varias enzimas com 
atividades cininasicas. Somente trabalhos de Erdos e cols., 
identificaram tres enzimas diferentes no rim: uma, do tipo 
carboxipeptidase, que libera arginina C - terminal da BK, 
mas que difere em algumas propriedades da cininase I 
plasmatica, motivo pelo qual foi denominada ' cininase p 
(Erdos e Yang, 1966) ; outra que hidrolisa a ligagao Pro 7 - 
Phe 8 (Erd5s e Yang, 1967), e uma terceira, caracterizada 
como imidopeptidase, que inativa BK por hidr61ise da ligagao 
Arg 1 - Pro 2 (Erdos e Yang, 1966) . 

Koida e Walter ( 1976 ) purificaram, a partir de rim de 
carneiro, uma enzima que hidrolisa ligacoes do tipo Pro - x 
na molecula de varios peptideos, entre os quais a BK. 
Verificaram que o aminoacido x_ nao pode ser prolina e que a 
catalise e mais rapida se x for um aminoacido lipofilico. 

O catabolismo das cininas pelo rim tern sido estudado 
por metodos que visam a verificar os sitios de inativagao 
deste peptideo. Estes estudos indicam que, alem da hidrolise 
de BK que ocorre a nivel da rede vascular, parece ter 
bastante importancia o catabolismo de cininas por enzimas 
situadas ao nivel de celulas corticais renais (Erdos e Yang 
, 1967 ) . 

A atividade cininasica e muito baixa no glomerulo, mas 
uma cininase tipo II e encontrada em grande concentragao na 
borda em escova do tiibulo proximal (Holl e cols., 1976, 
Casarini e cols, 1997) . Em concordancia com este achado, 
Oparil e cols. (1976) verificaram que uma grande 

porcentagem de BK microinfundida e inativada no tubulo 
proximal. Como a geracao de cinina no rim deve ocorrer na 
altura do tubulo contornado distal, aonde a calicreina e 
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sintetizada (0rstavik e cols., 197 6) , parece 16gico supor- 
se que a partir deste ponto outras cininases devem estar 
presentes no nefron ou no fluido intratubular . 



URINA 



Na. urina humana ErdOs e cols. (1978), caracterizam bem 
uma carboxipeptidase, que libera arginina C - terminal da 
BK, diferindo da plasmatica quanto ao peso molecular, acao 
de inibidores e propriedades imunologicas . Apresenta 
contudo, similaridades cineticas e de inibicao com a enzima 
renal . 

Em 1978, Ryan e cols. descreveram na urina tr<§s 
enzimas: uma que hidrolisa a ligacao Pro 7 - Phe ° da BK e 
convert e AI em All; outra , de massa molecular de 63 kDa, 
que rompe a ligacao Phe 8 - Arg 9 da BK, nao inibida por BPP. 

9a. 

Figueiredo e cols. (1978) descreveram, ainda, uma 
cininase de massa molecular 250 kDa, inibida por agentes 
quelantes, que poderia ser semelhante a terceira entre as 
descritas por Ryan. Esta enzima hidrolisa arginina C - 
terminal, nao hidrolisando, contudo, o substrato sintetico 
HLA. 

Excetuando o trabalho de Erdos e cols., 1978, que 
purificaram e caracterizaram uma carboxipeptidase de urina 
humana, em todos os outros trabalhos, porem, as enzimas 
descritas so foram parcialmente purificadas - e/ou 

caracterizadas. Devido a esses dados conf litantes, a 
presente invencao tem como objetivo tambem caracterizar 
as diferentes atividades cininasicas ou seja da ECA em urina 
humana . 

Uma forma de baixa massa molecular (BMM) da enzima 
conversora da angiotensina I de 91 - kDa foi observada 
durante a preparacao dessa enzima a partir de homogenato de 
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pulmao de rato [Lanzillo e cols., 1977]. Essa forma de BMM 
da ECA tambem foi observada em pulmao humano [Nishimura e 
cols., 1978], rim de porco [Nagamatsu e cols. 1980] e rim 
humano [Takada e cols., 1981]. Iwata e cols. (1983) e 
Yotsumoto e cols. (1983) demonstraram que ECA BMM de 86 - 
90 kDa pode ser obtida de pulmao de coelho e plasma humano, 
respectivamente, depois de tratamento. com base. Na decada 
de 90 Lantz e cols. (1991), descreveram tres diferentes 
isoformas da ECA com massas moleculares de 150 kDa, 80 kDa 
e 40 kDa caracterizadas fluido cerebrospinal humano. Todas 
as enzimas referidas anteriormente sao semelhantes a 
somatica. Casarini e cols., 1991, 1995, 2001, descreveram a 
isoformas de 65 kDa e 90 kDa, ambas N-dominio na urina de 
pacientes hipertensos e de 65 kDa na urina de individuos' 
normals. Deddish e cols. (1994) purificaram uma ECA com 108 
kDa de massa molecular em fluido ileal, que tambem e 
isoforma N-domain da ECA. 

Na urina humana e de rato tern sido descrito a 
purificacao de diversas isoformas da ECA [Ryan e cols., 
1978; Kokubo e cols., 1978; Skidgel e cols., 1987; Casarini 
e cols., 1983, 1987]. Kokubu e cols. (1978) encontrou treis 
diferentes formas da ECA urina normal humana. Duas formas 
tinham alta massa molecular de >400 kDa e 290 kDa e uma 
terceira tinha massa molecular de 140 kDa. Ryan e cols. 
(1978) descreveram uma cininase II urina humana que foi 
separada em duas formas.' A primeira co-cromatograf ava ' com 
ECA somatica de 170 kDa, e a segunda era semelhante a uma 
proteina tendo uma massa molecular de 90 kDa. Casarini e 
cols. (1983, 1991, 1992, 1995, 2001) descreveram a ECA em 
urina humana de individuos normals e pacientes hipertensos 
com massas moleculares de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa e tambem 
em urina de rato (Casarini e cols. 1987). Alves e cols., 
1992 tambem descreveram isoformas de 170 kDa, 90 kDa e 65 
kDa na urina de individuos normais e hipertensos. Costa e 
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cols., 1993, 2000 descreveram na urina de individuos 
normais ECAs com massas moleculares de 170 kDa, 65 kDa e 59 
kDa, e na de hipertensos renovasculares enzimas com massas 
moleculares de 55 kDa, 57 kDa e 94 kDa. A atividade da ECA 
na urina nao e derivada do plasma, mas do tiibulo renal 
(Casarini e cols., 1997) e pode ser utilizada como um 
indice de dano renal tubular; uma vez que os niveis 
aumentam consideravelmente em doengas renais e infeccSes 
-.do trato urinario alto [Baggio e cols., 1981; Kato e 
cols . , 1982] . 

Recentemente, tambem foi descrito duas isoformas de ECA 
no intracelular e no meio extracelular de celulas mesangiais 
em cultura com massas moleculares de 130 kDa e 65 kDa 
(Andrade e cols., 1998). Verificou-se ainda que na urina ie 
criangas nascidas a termo e encontrada as isoformas de 190 
kDa e 65 kDa e nas urina de criangas prematuras somente a 
isoforma da ECA de 65 kDa, sendo esta semelhante a porgao N- 
dominio da mesma. Estudando a urina das criangas prematuras 
durante um periodo de 1 a 30 dias apos o nascimento 
verificou-se que a isoforma de 190 kDa aparecia somente no 
trigesimo dia (Hattori e colSi, 2000). 

A Invengao : 



Para a execugao do metodo de identif icagao e 
quantif icagao de proteinas,. isoformas da enzima conversora 
de angiotensina I, especif icamente ECAs, de 190-kDa, 
especialmente 90 kDa e de 65 kDa em tecidos, celulas e 
fluidos biologicos , especialmente na urina da presente 
invengao, inicia-se pela coleta de fluidos como por exemplo 
urina, tecido ou celulas de organismos vivos submetendo-os 
a separagao cromatograf ica (resina AcA44 e/ou AcA 34; coluna 
de fase reversa C-18, em espectrometro de massa) e por 
Western Blotting (utilizando anticorpo especif ico contra ECA 




somatica e contra ECA N-dominio [90 kDa, marcador genetico 
de hipertensao e 65 kDa] das isoformas de 190 kDa, 90 kDa e 
65 kDa. As isoformas de 190 kDa e 65 kDa se encontram 
presentes em individuos normals; enquanto que a isoforma de 
90 kDa (marcador genetico de hipertensao) caracterizara 
aqueles predispostos ao desenvolvimento de hipertensao e 
lesoes em orgaos alvd caracteristicos (coragao, sistema 
nervoso/ vasculatura e rim) . 

O metodo da presente invengSo parte do principio de que 
uma aliquota de fluido (por exemplo, urina fresca ou 
concentrada) , celulas e tecidos sao processados e analisados 
por metodo de cromatograf ia liquida de' alta- performance com 
deteccao por espectrometria de massa (HPLC-MS) ou 

diretamente no detector de massa, onde a amostra em analise 
e comparada aos padroes previamente estabelecidos para as 
isoformas da ECA de 190 kDa, 90 kDa (marcador genetico de 
hipertensao) e 65 kDa. Uma aliquota de fluido (por exemplo, 
urina fresca ou concentrada) , celulas e tecidos serao 
processados e analisados por Western Blotting (ou outro 
metodo de imunoprecipitagao) utilizando ■ anticorpos 
especificos contra ECA de 190 kDa e as ECAs N-dominio (90 
kDa, marcador genetico de hipertensao e 65 kDa) , utilizando 
como controles da analise as isoformas da ECA preparadas 
como padrSes e a enzima recombinante da ECA 

As pesquisas para se * chegar aos resultados propostos 
pella" presente invencao, enfocando a ECA, iniciaram-se em 
1983, quando foram analisados pacientes portadores de 

hipertensao arterial essencial (formas leve e/ou moderada) 
em uso agudo de captopril (50 a 150 mg) administrado 
oralmente em dose unica diaria. O estudo teve duracao de 3 
dias e, em cada dia, o periodo de coleta tinha duracao de 
seis horas, sendo que eram coletadas amostras de sangue e 
urina no final do periodo basal (1 hora) , apos assumirem a 
posigao supina, e ao termino do estudo (ap6s 6 horas) . Os 



resultados revelaram inibigao de 50 % da atividade da enzima 
num periodo compreendido entre 1 e 2 horas apos 
administragao de captopril, retornando aos niveis basais ao 
termino do estudo. A atividade enzimatica utilizando o 
5 substrato Hipuril-His-Leu foi dosada pelo metodo de 
Friedland e Silverstein (1976) . Na analise atrav6s de 
cromatograf ia de 'troca ionica da urina coletada apos 6 
horas, foram eluidos dois picos proteicos com atividade 
conversora tfie angiotensina I e inativadora de bradicinina 

10 nas condutividades de 0,7 mS (90 kDa) e 1,25 mS (65 kDa), 
diferindo do perfil encontrado em individuos normotensos 
com ECAs de 190 kDa .e 65 kDa. Baseado nestas constatagoes, 
foram desenvolvidos estudos com um numero maior de 
pacientes hipertensos essenciais leves, onde evidenciou-se a 

15 presenga dos dois picos proteicos com atividade conversora 
de angiotensina I como citado acima (Casarini e cols., 
1991). 

Na continuidade do estudo refer ido acima ( projeto com 
auxilio da FAPESP de no 95/9168-1) foram constituidos os 

20 seguintes grupos de estudo: pais normais/f ilhos normals; 
pais normais/f ilhos hipertensos; pais hipertensos/f ilhos 
hipertensos e pais hipertensos/f ilhos normais. Neste estudo, 
delineou-se que, no grupo (pais normais/f ilhos hipertensos) 
pais hipertensos/f ilhos hipertensos, a urina dos filhos 

25 apresentava, as duas formas de 90 e 65 kDa; no grupo pais 
normais/f ilhos normais, a urina dos filhos apresentava as 
formas de 190 e 65 kDa; e, finalmente, no grupo pais 
hipertensos/f ilhos normais, a urina dos filhos apresentava 
as formas de 190, 90 e "65 kDa, sendo que estas duas ultimas 

30 formas sao fragmentos N-dominio. 

Destes resultados, concluiu-se que possivelmente a 
forma de 90 kDa poderia vir a ser um marcador de 
hipertensao. No intuito de constatar se essa verificagao era 
um fator gen^tico ou um fator ligado ou nao ao aumento da 



pressao (fisico) , os dados foram validados nesse mesmo 
projeto no modelo experimental de rato. Para tal, foi 
estudado a urina dos ratos Wistar, Brown Norway, Lyon, SHR, 
1R1C e DOCA-sal. Como resultado, os ratos Wistar, DOCA-sal, 
5 1R1C e Brown Norway apresentavam as formas de 170 e 65 kDa; 
somente os ratos SHR, e SHR-SP apresentavam as formas 90 e 
65 kDa. Estes resultados corroboraram com os obtido k s era 
humanos, sendo, portanto, a isoforma de 90 kDa da ECA um 
marcador geneticd de hipertensao ( Fapesp '97/00198-0, 

10 Marques 1999) . 

Em 1997, os pesquisadores, da presente invengao, 
descreveram que a celula , mesangial em cultura expressava 
RNAm da ECA (Casarini e cols., 1997). Esta enzima e 
detectada no intracelular (136 kDa e 65 kDa) e secretada 

15 (136 kDa e 65 kDa) , indicando um efeito potencial da 
produgao local de angiotensina II na fungao destas celulas ( 
Fapesp 95/9168- 1; Andrade e cols., 1998). 

Posteriormente foi verificado que o intracelular e meio 
de cultura das celulas mesangiais de SHR apresentavam o 

20 mesmo perfil das isoformas da ECA (90 e 65 kDa) encontrado 
na urina destes ratos, ( Fapesp 99/01531-1), o que veio 
confirmar o resultado das pesquisas anteriores. A partir 
desses resultados foi verificado, pelos autores da presente 
invengao, que essas isoformas sao expressas no pulmao, 

25 adrenal, vcoragao,:. aorta e figado dos ratos Wistar (136 kDa e 
69 kDa) e SHR (96 kDa e 69 kDa) nao estando restritas ao 
rim (Ront:hi, 2002) ; enfatizan&o que o marcador genet ico de 1 
hipertensao de 80790/9 6 kDa e expresso nos varios tecidos e, 
com isso, levando a concluir que estas isoforma podera 

30 contribuir para uma regulagao orgao especifica (cabe 
salientar que quando nos referimos as enzimas de 80 ou 96 ou 
90 kDa, leia-se, mesmas enzimas com pequena alteragao na 
glicolizagao) . 
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A presente invengao . inicia-se pela coleta de f luidos 
como por exemplo urina, tecido ou celulas de organismos 
vivos, que serao submetidos a separagao . cromatograf ica 
(resina AcA44 e/ou AcA 34; coluna de fase reversa C-18, 
Bspectr-ometro de massa) e por Western Blotting (utilizando^ 
anticorpo especifico contra EC A' somatica e contra ECA N- 
dominio [90 kDa, marcador genetico de hipertensao e 65 kDa] 
das isoformas de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa. As isoformas de 
190 kDa e 65 kDa estarao presentes em individuos normais 
(ratos normais, celulas e/ou tecidos provinientes.de ratos 
normais) ; enquanto que a isoforma de 90 kDa (marcador 
genetico de hipertensao) caracterizara aqueles. .(individuos 
ou animais, etc) predispostos ao desenvolvimento de 
hipertensao e lesoes em orgaos alvo caracteris.tlcos 
(coragao, sistema nervoso, vasculatura e rim) . Uma aliquota 
de fluido (por exemplo, urina fresca ou concentrada) , 
celulas e tecidos serao processados e analisados por metodo 
de cromatograf ia liquida de alta performance com detecgao 
por espectrometria de massa (HPLC-MS) ou diretamente no 
detector de massa, onde a amostra em analise e comparada aos 
padroes previamente estabelecidos para as isoformas da ECA 
de 190 kDa, 90 kDa (marcador genetico de hipertensao) e 65 
kDa. Uma aliquota de fluido (por exemplo, urina fresca ou 
concentrada) , celulas e tecidos serao processados e 
analisados por Western. Blotting.; utilisando . anticorpos 
especificos contra ECA de 190 kDa e J as ECAs N-dominio (90 
kDa,- marcador genetico de hipertensao e 65 kDa), utilizando 
como controles da Canalise as isoformas da ECA -preparadas 
como padroes e a erizima recombinant e da ECA. 



ISOFORMA DA ECA COMO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO 



J 
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ISOFORMA DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I (90 kDa, N- 
DOMINIO) COMO MARCADOR GENfeTICO DE HIPERTENSAO EXCRETADO NA 
URINA HUMANA. : 

Com base nos estudos anteriores, os pesquisadores da 
presente invengao detectaram em urina de individuos 
normotensos atraves de cromatograf ia de troca ionica, dois 
picos com atividade conversora de angiotensina I com massas 
moleculares ifde 190kDa e 65kDa. Quando processada a urina de 
pacientes hipertensos foi obtido urn perfil onde foram 
10 eluidos dois picos com atividade conversora de angiotensina 
I nas com massas moleculares de 90 kDa e de 65 kDa, nao 
sendo detectada a forma de 190 kDa (Hypertension 26:1145- 
1148, 1995) . ; 

Um dos objetivos da presente invengao consiste em 
15 verificar o potencial da isoforma de 90 kDa como um marcador 
genetico de hipertensao e como um progn6stico de 

hipertensao . 

Foram estabelecidos os seguintes grupos de estudo : 

• individuos normotensos com pais normotensos, 
20 • normotensos com pais hipertensos , 

• hipertensos com pais normotensos, e 

• hipertensos com pais hipertensos ♦ 

As urinas coletadas foram cdncentradas isoladamente e 
dialisadas com tampao Tris-HCl 50 mM, ' pH 8,0 e entao 

25 submetidas a uma gel f iltragao em" coluna AcA-34 equilibrada 
com tampao Tris-HCl 50mM, contendo NaCl 150 mM, pH 8,0. As 
fragoes coletadas (2 mL) foram monitoradas pela leitura de 
absorb^ncia em 280 nm e pela atividade conversora de 
angiotensina I, utilizando Hipuril-L-His-L-Leu- e Z-Phe- 

30 His-Leu como substratos . Obtivemos os seguintes resultados: 
individuos normotensos com pais normotensos apresentaram 
duas isoformas com atividade da ECA (190 kDa e 65 kDa) 




(n=21); individuos normotensos com pais hipertensos 
apresentaram tres isoformas (190 kDa, 90 kDa e 65 kDa) 
(n=13) e individuos hipertensos com pais hipertensos 
apresentaram duas isoformas (90 kDa e 65 kDa) (n=13) . Como 
5 previamos nao encontramos ninguem que constituiria o grupo 
hipertensos com pais normotensos* 

Dois individuos que' apresentavam as isoformas de 190 
kDa, 90 kDa e 65- kDa, com pressao normal e que permaneceram 
em contato com nosso grupo de pesquisa e foram ac'ompanhados 
10 por 4 anos. No quarto ano pos detecgao das isoformas na 
urina estes tornaram-se hipertensos, comprovando assim que a 
isoforma de 90 kDa realmente e um marcador genetico de 
hipertensao . 

CONCLUSAO : 

15 O fato da urina de individuos normotensos com pais 

hipertensos apresentarem as tres isoformas da ECA com pesos 
moleculares de 190kDa, 90kDa e 65kDa, demonstra que a 
isoforma de 90 kDa que aparece precocemente, e um 

prognostico de que esses individuos poderao vir a ter 

20 hipertensao, sendo portanto um marcador genetico de 
hipertensao . 

QUANTIFICAgAO E I DENT I FI CACAO DA ISOFORMA DA ECA, MARC ADOR 

-«. , ■ - 

GENfeTICO DE HIPERTENSAO POR ESPECTROMETRIA DE MAS 5 A E 
WESTERN BLOTTING 

25 Western Blotting da urina humana fresca: 

Urina foi coletada de uma unica micgao na presenga de 
um "pool" (v&rios inibidores) de inibidores de proteases, 
concentrada e o correspondente a 100 ug foi submetida a 
eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5% seguido de 
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Western Blotting com membrana PVDF, e incubacao com o 
anticorpo policlonal Yl contra ECA humana. Linha 1: urina de 
individuo normal, Linha 2: ECA recombinante selvagem, Linha 
3: ECA recombinante secretada, Linha 4: urina de individuo 
hipertenso . 

DOSAGEM POR ESPECTROMETRO DE MASSA: 

Urina brura foi centrifugada por 10 minutos, 3000 ,rpm, 
a 4°C, seguida de concentragao 4x em tuboUltrafree 
(Millipore), centrif ugagao por 5 minutos a 3000 rpm, a 4°C, 
dialise em centricon com tampao Tris/HCl ImM, pH8,0 
centrifugagao por 5 minutos, 3000 rpm, a 4°c, obtendo -se 
urina concent rada e dialisada e a amostra assim preparada 
foi analisada em HPLC-MS. 

Os solventes para o sistema de HPLC: solvente A 
consiste de 0,1% de acido trif luoroacetico (TFA, Merck, 
Alemanha) . As urinas serao separadas numa coluna de fase 
reversa Nova Pak C 18 (Waters) 15 minutos num fluxo de 1.5 
mL/min. As condigoes ainda estao sendo padronizados tentando 
melhorar a resolugao do metodo. 

ISOFORMA DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I (90 kDa) 
CQMO MARCADOR GE NET I CO DE H I PERTENSAO EXCRETADO EM URINA 

RATQ - PROTOCOLO DESENHADO PARA COMPRQVAR, OS ACHADOS 

(AFIRMAC AO DE MARCADOR GENETICO PARA A PROTElNA DE 90,.,kDa) 
COM URINA HUMANA. 

Foram identif icadas as isoformas da ECA presentes na 
urina de ratos isogenicos normotensos (WKY e Brown Norway) , 
isogenicos hipertensos (SHR, SHR-SP, Lyon), isogenicos 
normotensos experimentalmente hipertensos (1K1C e DOCA-Sal) 
e isogenicos hipertensos tratados com antihipertensivos (SHR 
+ enalapril), com o intuito de comparar os perfis 



cromatograficos obtidos entre si, buscando caracterizar a 
forma de 90 kDa corao um marcador . genetico de hipertensao 
arterial. 

A partir da urina de ratos WKY separamos por gel 
filtragao em resina de AcA-44 dois picos de atividade 
conversora de AI : o primeiro, WK-1, correspondendo a enzima 
de alta massa molecular (190 kDa) e o segundo, WK-2, 
correspondendo a enzima de baixa massa molecular (65 kDa), 
dados comprovados por Western Blotting. No grupo SRH, o 
perfil cromatografico apresentou-se diferente do encontrado 
no grupo anterior (WK) , sendo identif icadas uma ECA 
denominada S-l, com massa molecular de 80 kDa, e uma 
segunda, S-2, com massa molecular de 65 kDa, semelhante as 
encontradas na urina de pacientes hipertensos nao tratados 
de 90 kDa e 65 kDa (Casarini et al . , 1991). As diferencas de 
massa molecular entre a enzima de 80 kDa da urina de rato e 
a enzima de 90 kDa da urina de humano ocorre devida a 
glicolisagao (dados nao mostrados) . 

No terceiro grupo (1K1C), um modelo de hipertensao 
renovascular induzida, o perfil cromatografico foi 
semelhante ao encontrado nos ratos controles (WKY) . Neste 
grupo obtivemos dois picos de atividade conversora de AI : o 
prime iro, C-l, correspondendo a enzima de 190 kDa e o 
segundo, C-2, a de 65 kDa. 

A partir da urina de^v ratos SHR-SP, separamos por gel 
filtracao em resina AcA-44 dois picos com atividade 
conversora de AI : o primeiro, denominado SP-1, 
correspondendo a enzima de 80 kDa e um segundo denominado 
SP-2, correspondendo a enzima de 65 kDa, semelhantes aos 
encontrados na urina de ratos SHR e tambem encontrados na 
urina de pacientes hipertensos nao tratados (Casarini et 
al., 1991, 1995) . 



Ja os ratos SHR-tratados com enalapril, demonstraram 
que apesar de terem a pressao controlada, carregaram a 
isoforma de 80 kDa demons trando que o perfil das , isof ormas 
esta ligado ao fator genetico. 

No grupo dos ratos controle do modelo DOCA-Sal, nos 
quais nao foi administrado o tratamento hipertensivo, o 
perfil cromatografico foi semelhante ao encontrado para os 
ratos normotensos WK. Obtivemos dois picos com atividade 
conversora de AI : o primeiro CD-I, "correspondendo a enzima 
de 190 kDa, e o segundo CD-2, a de 65 kDa. 

O modelo DOCA-Sal, com hipertensao induzida por 
administracao de DOCA e salina, apresentou urn perfil 
cromatografico semelhante ao encontrado nos ratos controle 
DOCA-Sal e WK. Obtivemos dois picos com atividade conversora 
de AI: o primeiro, D-l, correspondendo a ECA de 190 kDa, e o 
segundo, D-2, a ECA de 65 kDa. Este resultado nos mostra que 
realmente o aparecimento da forma de 80 kDa esta ligado a urn 
fator genetico e nao sendo consequencia do aumento da 
pressao. 

O resultado da gel filtracto da urina de ratos 
normotensos Brown Norway foi semelhante aos perfis 
encontrados nas urinas dos ratos normotensos. Foram obtidos 
dois picos com atividade da ECA: BN-1, que corresponde a 
enzima de 190 kDa, e o segundo, BN-2, que corresponde ,a 
enzima de 65 kDa, indicando -que- cepas diferentes de 
normotensos apresentam mesmo perfil cromatografico. 

Comparando os perfis cromatograficos da urina dos ratos 
WK (controle normal), 1K1C (hipertensao experimental - 
Goldblatt), DOCA-Sal (controle), DOCA-Sal (hipertensao 
experimental) e Brown Norway normotenso com a urina dos 
ratos SHR, Lyon e SHR-SP (geneticamente hipertensos) , 
podemos afirmar que a diferenca basica esta na presenga da 
isoforma de 80 kDa nas urinas dos ratos geneticamente 



hipertensos. 0 fato de a isoforma de 80 kDa nao aparecer nos 
ratos 1K1C e DOCA-Sal, cuja hipertensao e induzida (fator 
fisico), reforga a hipotese da mesma estar ligada a urn 
fator genetico. 

CONCLUSAO : 

Os result ados sugerem que, em ratos genet icamente 
predispostos & hipertensao, a forma de 80 kDa seria 
detectada ao inves da de 190 kDa, podendo, portanto, servir 
como urn marcador genetico precoce da hipertensao, 

SEGREGACAO DA ISOFORMA DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINS 
I (90 kDa, N-DOMlNIO) , MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO EM 
URINA RATO. PROTOCOLO DESENHADO PARA DEMONSTRAR 0 
APARECIMENTO ( SEGREGAQAO DO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO 
( PROTElMA DE 90 kDa) NA URINA DE RATOS. CRUZAMENTO DOS 
RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR) E BROWN NORWAY (BN) . 

Num projeto anterior caracterizamos as diferentes 
isoformas de baixo peso molecular na urina de rato nos 
diferentes modelos experimental s (Wistar-Kyoto, SHR, 1R1C, 
DOCA-sal controle, DOCA-sal, SHR-SP e Brown Norway) . 
Verificamos que a forma de 90 kDa somente aparece nos ratos 
SHR e SHR-SP, evidenciando urn fator genetico para o 
aparecimento dessa forma. Neste projeto, iremos verificar a 
transmissao genica das isoformas de 190 kDa, 80 kDa e 65 kDa 
da enzima conversora de angiotensina I, analisando seu 
genotipo e fenotipo na urina de ratos gerados a partir de 
cruzamentos e retrocruzamentos entre as ragas SHR e Brown 
Norway. 



Desenho do cruzamento 

Foram realizados cruzamentos entre ratos Brown Norway e 
SHR (BN x SHR) , gerando um grupo de ratos heterozigotos 
chamados de F1SB01 a F1SB04; deste grupo foram escolhidos 
dois animais (F1SB01 e F1SB03) , machos para realizagao do 
retrocruzamento com rato SHR (femea) . Para fenotipagem, a 
urina dos animais foi coletada e concentrada, sendo em 
seguida submetida a cromatograf ia em coluna de gel filtragao 
AcA-34, equilibrada com tampao Tris/HCl 0,05m pH 8,0 , 
contendo NaCl 0,15M. Fragoes de 2,0 ml foram eluidas sob um 
fluxo de 2 0 ml/h, sendo monitoradas pela medida da 
absorbancia em A280 nm e pela atividade enzimatica da ECA 
utilizando-se como substrato Z-Phe-His-Leu (ZPheHL)-. 

RESULTADOS 

Genitores: dois picos com atividade da ECA foram 
eluidos da urina de ratos BN submetidos a cromatograf ia em 
coluna AcA-44, BN-1 e BN-2, com massa molecular estimada de 
190 kDa e 65 kDa, respectivamente . Ja na urina de ratos SHR 
detectou-se dois picos com atividade conversora, porem, com 
massa molecular estimada de 90 . kDa • e 65 kDa, 
respectivamente . 

Em Fl foram gerados 39 animais, dos quais 100% foram 
fenotipados como,; heterozigotos para as tres formas da enzima 
de 190, 90 e 65 kDa. A partir do retrocruzamento foram 
gerados animais dos quais 85 % apresentaram • as tres 
isoformas da enzima (grupo NH) e 15 % apresentaram as formas 
de 90 e 65 kDa (grupo H) . 




CONCLUSAO 

Atraves dos resultados obtidos, podemos sugerir que a 
isoforma de 90 kDa (marcador gen^tico de hipertensao 
arterial) continua presente nas geragoes oriundas dos 
cruzamentos e retrocruzamentos . 

EXPRESSAO DO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENSAO, ISOFORMA DE 
90 kDa NOS TECIDOS (AORTA, ADRENAL, CORACAO, FlGADO, PULMAO, 
RIM, PANCREAS) DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS 
COMPARADOS AOS WISTAR E WISTAR ISOGENCIO. 

Em estudos anteriores de nosso laboratorio foram 
detectadas em urina de ratos Wistar as isoformas de 190 e 65- 
kDa, perfil este, semelhante ao descrito para os individuos 
normotensos. Enquanto que, na urina de ratos SHR foram 
identificadas as isoformas de 80 e 65 kDa, fragmentos N- 
terminais da ECA, repetindo o perfil encontrado para 
individuos hipertensos leves. 

Os homogenatos foram submetidos a cromatograf ia em gel 
filtragao, tendo sido detectados dois picos com atividade 
sobre o substrato HHL nos diferentes tecidos de ratos W e 
WI, cujas massas moleculares de 137 e 69 kDa sao semelhantes 
as relatadas para a urina de ratos W (Tabela 1) . Os tecidos 
de ratos SHR tambem apresentaram dois picos de atividade 
cujas massas moleculares estimadas foram de 96 e 69 kDa, 
sendo que esse perfil correspondeu ao encontrado para as 
enzimas de urina dos mesmds ratos. A expressao proteica das 
isoformas de 137 e 69 kDa foi observada em todos os tecidos 
estudados, obtidos dos ratos Wistar e Wistar isogenico pela 
tecnica de Western Blotting. Utilizando a mesma tecnica, 
confirmamos a expressao das isoformas de 96 e 69 kDa para 
todos os tecidos dos ratos SHR (Tabela 1) . Os resultados 
obtidos mostram a expressao das isoformas de 69 kDa (alem da 




isoforma de 137 kDa) nos tecidos de W e WI, . bem como das 
isoformas de 96 e 69 kDa nos tecidos dos ratos SHR, nos 
levando a propor que a expressSo das isoformas N-dominio, 
mais especif icamente a isoforma de 96 kDa (marcador genetico 
de hipertensao) nao esta restrita somente a urina e/ou rim, 
mas estas estao presente, localmente nos tecidos estudados. 

EXPRESSAO DO MARCADOR GENETICO DE HIPERTENS&O, ISOFORMA DE 
90 kDa NAS CELULAS ME SANG I AI S EM CULTURA DE RATOS - 
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS COMPARADOS AOS RATOS WISTAR 

Os glomerulos foram isolados de ratos Wistar ou de SHR 
segundo o mdtodo de Greenspon e Krakomer (1950) . Os ratos 
foram anestesiados com eter -.-sulfurico e submetidos a 
nefrectomia bilateral. Os rins foram decapsulados e 
realizou-se a macrodissecacao cortical. O cortex foi 
separado da medula e em seguida, os fragmentos foram 
passados por uma seqttencia de peneiras que diferiam no 
tamanho da abertura das malhas (60, 100 e 200 mesh) . Os 
glomerulos foram coletados da superficie da terceira peneira 
e forgados a passar por uma agulha (25 x 7) com o objetivo 
de descapsular os glomerulos. Os glomerulos descapsulados 
foram contados utilizando em camara de Newbauer e divididos 
(densidade de ~300 glom6rulos/cm 2 ) em garrafas de 25 cm 2 
utilizando RPMI i640 suplementado com 20% de soro fetal 
bovino, penicilina' (50 U/mL) > HEPES (2.6 g) e glutamina 2mM.'. 
As garrafas de cultura foram maritidas a C0 2 (5%), a 37° C. 0 
meio foi trocado a cada 36 h. Aproximadamente apos 3 semanas 
a cultura primaria das celulas • mesangiais foram 
tripsinizadas. As subculturas cresceram no mesmo meio. Este 
procedimento foi repetido ate o terceiro subcultivo, quando 
as celulas foram preparadas para os experimentos : Celulas 
mesangiais (CM) (3° subcultivo) foram incubadas por 20 horas 
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com RPMI sem soro fetal bovina e apos, as CM e o meio foram 
coletados separadamente . 

O meio coletado no 3° subcultivo foi concentrado em 
concentrador Amicon. o meio concentrado (2.0 mL) foi 
submetido a uma gel filtragao em coluna AcA-44 (1.5 x 100.8 
cm; volume 178.0 mL) , equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM, 
pH 8.0, coritendo NaCl i50 mM. Foram coletadas fragoes de 2.0 
mL sob fluxo de 20 mL/h. A eluigao foi realizada sob fluxo 
de 20 mL por hora. Foram coletadas" fragoes de 2 mL, sendo 
que estas foram monitoradas por medidas de absorbancia em 
280 nm e a atividade enzimatica quantif icada, utilizando-se 
como substrato Hippuril-His-Leu (HHL) . 

As CM coletadas foram lisadas com 4mL de tampao Tris- 
HCl 50 mM, pH 8,0, contendo Triton X-il4 1% e PMFS 0,5 mM,?. 
atraves de agitagao mecanica, por lhora, a 4°C. Apos esse 
periodo, o lisado celular foi centrifugado e o sobrenadante 
coletado e concentrado em concentrador Amicon, sob pressao 
de nitrogenio, a 3 kgf/cm z ■ Posteriormente, 2mL foi 
submetido a cromatograf ia em gel filtragao. 

Os resultados obtidos para CM em cultura de ratos 
Wistar e SHR apresentaram o . mesmo perfil cromatograf ico 
obtido para a urina humana de individuos normais e de 
pacientes hipertensos moderados e tambem para a urina de 
ratos Wistar e SHR confirmando portanto que no rim, mais 
especificamente no glomerulo, produzem as diferentes 
isoformas ja citadas (Tabela 2)'. 

CONCLUSAO FINAL: 

Baseado no fato que a ECA de 90 kDa aparece apenas em 
pacientes hipertensos / CM de SHR/urina de ratos SHR, nos 
podemos sugerir que a mesma possa ter um papel importante e 
especifico como um marcador genetico de hipertensao. 




Baseado nos estudos obtidos com os grupos pais e filhos 
vimos que as isoformas de 190, 90 e 65 kDa estao presentes 
nos individuos normals filhos de pais hipertensos 
evidenciando uma segregagao dessa isoforma, podendo 
caracteriza-la como urn preditor de hipertensao. Esses dados 
foram confirmados no cruzamento e retrocruzamento de ratos 
Brown Norway e SHR. 

FIGURA 1 u (A, B, C) : Demons tra a Cromatograf ia de gel 

filtra^ao em coluna Ac A-34 de 
urina humana. 

FIGURA 1A: Filhos normotensos/Pais normotensos (A 280nm - 
Atividade da ECA sobre o substrato HHL) . 

FIGURA IB: Filhos normotensos/Pais hipertensos (A 28onm - 
Atividade da ECA sobre o substrato HHL) . 

FIGURA 1C: Filhos hipertensos /Pais hipertensos (A 28onm - 
Atividade da ECA sobre o substrato HHL) . 

Urina de individuos normotensos com pais hipertensos 
apresentaram as tres isoformas da ECA com pesos moleculares 
de 190kDa, 90kDa e 65kDa, demons trando que a isoforma de 90 
kDa aparece precocemente demons trando ser um prognostico de 
que esses individuos poderao vir a ter- hipertensao, sendo 
portanto um marcador genetico de hipertensao. 

FIGURA 2:* Apresentagao da Sequencia N- terminal e C-terminal 
das isoformas da enzima conversora de 
angiotensina I de 90 kDa e 65 kDa. A enzima de 65 
kDa termina no aminoacido de numero 481. A enzima 
de 90 kDa termina no aminoacido de numero 632 . 




FIGURA 3: Western Blotting da urina humana fresca. 

Linha 1: urina de individuo normal, Linha 2: ECA 
recombinante selvagem, Linha 3: ECA recombinante secretada, 
Linha 4: urina de individuo hipertenso. 



FIGURA 4 : Esquema da dosagem por espectrometro de massa . 

0 presente- esquema apresenta 5. (cinco) etapas 
iniciando-se pela urina bruta que na segunda etapa e 
centrifugada por 10 minutos em uma velocidade de 3000 rpm a 
uma • temperatura de 4° C. Na terceira etapa a- urina 6 
concentrada 4xr (quatro vezes) em urn tubo • Ultrafree 
(Millipore) e e centrifugada por 5 (cinco) minutos a urn 
velocidade de 3000 rpm a uma temperatura de 4° C, passando 
para a quarta etapa onde a urina concentrada passa por uma 
dialise em centricon com tampao Tris/HCL 1 mM, pH 8,0 em 
centrifugacao por 5 (cinco) minutos a uma velocidade de 3000 
rpm a uma temperatura de 4° C, resultandg .uma urina 
concentrada e dialisada e por fim a quinta etapa- resultando 
o HPLC-MS. • 

TABELA I: Sumarizagao dos grupos de estudo quahto a suas 
fragoes de eluigao e massas moleculares 
estimadas, evidenciando a ECA de 80 kDa como 
marcador genetico de hipertensao. 



Tabela II: Sumarizacao dos grupos em estudo quanto as massas 

moleculares determinadas . 
Tabela III: Isofdrmas da ECA detectadas no extracelular e 
lisado celular de celulas mesangiais em cultura 
de ratos Wis tar e SHR. 
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REIVINDICACOES 



METODO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICAgAO DE PROTEINAS, 
ISOFORMAS DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA I EM 
TECIDOS, CELUIAS E FLUIDOS BIOLOGICOS caracterizado 
pelas seguintes etapas: 

(a) coletar uma aldquota de fluidos biologicos fresco 
ou concentrado, celulas ou tecidos - de organismos 
vivos e submete-los a analise e .separagao por 
metodo de e por Western Blotting; 

(b) comparar a aiaostra em analise aos padroes 
previamente estabelecidos para os . marcadores 
geneticos de hipertensao e 65 kDa.isoformas da ECA 
de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa, Uma aliquota de fluido 
(por exemplo, urina fresca ou concentrada utilizando 
como controles da analise as isoformas da ECA 
preparadas como padroes e a enzima recombinante da 
ECA; 

(c) detectar a presenga das isoformas de 190 kDa e 65 
kDa em individuos normais e detectar a presenga da 
isoforma de 90 kDa que caracterizara aqueles 
individuos predispostos ao desenvolvimento de 
hipertensao e lesoes em orgaos alvo caracteristicos . 

METODO de acordo com a reivindicagao 1 caracterizado 
P el ° fato de que a isoforma de 90 kDa detectada na etapa 
( c ) e " o marcador genetico de hipertensao e o agente 
prognostico de hipertensao, 

METODO de acordo com :k reivindicagao 1 caracterizado 
P elQ fato de que a seperagao cromatograf ica da etapa (a 
) ser processada em resina AcA44 e/ou AcA 34; coluna de 
fase reversa C-18, espectrometro de massa e Western 
Blotting utilizando anticorpo especifico contra ECA 




somatica e contra EGA N-dominio [90 kDa e 65 kDa] das 
isoformas de 190 kDa, 90 kDa e 65 kDa. 

METODO de acordo com a reivindicagao 1 a 3 caracterizado 
pelo fato do fluido biologico ser urina. 

METODO de acordo com as reivindicagoes 1 a 4 
caracterizado pelo fato de serem detectados em urina de 
individuos normotensos dois picos com atividade 
conversora de angiotensina I com pesos moleculares de 
190kDa e 65kDa. 

METODO de acordo com as reivindicagao 5 caracterizado 
Pelo fato de se empregar cromatograf ia de troca ionica. 

METODO de acordo com a reivindicagao 5 caracterizado 
pelo fato de serem detectados em urina de individuos 
hipertensos urn perfil onde foram eluidos dois picos 
com atividade conversora de angiotensina I com pesos 
moleculares de 90 kDa e de 65 kDa e nao sendo detectada 
a forma de 17 0 kDa. 

METODO de identif icag5o do potencial da isoforma da 
enzima conversora de angiotensina I de 90 kDa 
caracterizado pelas seguintes etapas: 

(a) concentrar e dialisar urina dialisadas com tampao 
Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 e sittao submetidas a gel 
f iltragao em . coluna AcA-34 equilibrada com tampao 
Tris-HCl 5..0mM,. contendo NaCl 150 mM, pH 8,0; 
"(b) As fragoes coletar 2 mL das fragoes e monitorar 
pela leitura de absorbancia em A 280nm e pela 
atividade conversora de angiotensina I, utilizando 
Hipuril-L-His-l-Leu- e Z-Phe-His-Leu como 

substrates; 

(c) observar a presenga das isoformas com atividade da 
EGA (170 kDa e 65 kDa) (n=21) , das isoformas (170 




kDa, 90 kDa e 65 kDa) (n=13) e das isoformas (90 kDa 
e 65 kDa) (n=13 ) . 

9. METODO de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado 
P el ° fato de que as duas isoformas com atividade da ECA 
(170 kDa e 65 kDa) (n=21) detectadas na etapa ( c ) 
serem provenientes de individuos normotensos com pais 
normotensos. ;•- 

10. METODO de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado 
P el ° fa to de que as> tres isoformas (170 kDa, 90 kDa e 
65 kDa) (n=13) detectadas na etapa ( c ) serem 
provenientes de individuos normotensos com pais 
hipertensos . 

11. METODO de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado 
P el ° fato de que as duas isoformas (90 kDa e 65 kDa) 
(n=13) detectadas na etapa ( c ) serem provenientes de 
individuos hipertensos com pais hipertensos. 

12 . METODO de acordo com a reivindicagao 8 caracterizado 
pelo fato de ser a isoforma de '90 kDa urn marcador 
genetico de hipertensao e urn agente progn6stico de 
hipertensao . 

13 . MARCADOR MOLECULAR GENETICO DE HIPERTENSAO A BASE DAS 
REFERIDAS PROTEINAS GENETICO obtido de acordo com as 
reivindicacoes de 1 a 12 caracterizado pelo fato de ser 
a base da isoforma de 90 kDa . 

14 . USO DO MARCADOR GENETICO obtido de acordo com as 
reivindicacoes de 1 a 12 caracterizado pelo fato de ser 
empregado como agente prognostico de hipertensao. 

15. USO do marcador genetico obtido de acordo com as 

reivindicagSes 1 a 12 caracterizado pelo fato de ser no 

diagn6stico da predisposigao ao desenvolvimento de 
hipertensao e les5es em orgaos alvo caracteristicos. 




16. USO de acordo com a reivindicagao 15 caracterizado pelo, 
fado dos orgaos alvo serem o coragao, sistema nervoso ; 
vasculatura e rim. 

17. METODO ANALITICO PARA DIAGNOSTICO, ESTRATIFICAgAO DE 
RISCO, DECISAO TERAPEUTICA EM PORTADOKES DE HIPERTENSAO 
ARTERIAL E LESOES RENAIS caracterizado pelo fato de 
detect ar a presenga das isoformas de 190 kDa e 65 kDa 
em individuos normais e detectar a presenga da isoforma 
de 90 kDa que caracterizara aqueles individuos 
predispostos ao desenvolvimento de hipertensao e lesoes 
em orgaos alvo caracteristicos . 

18. METODO de acordo com a reivindicagao 17 caracterizado 
pelo fato de que a isoforma de 90. kDa detectada na etapa 
e o marcador genetico de hipertengao e o agente 
prognostico de hipertenao. 

19. METODO de acordo com a reivindicagao 17 caract eri zado 
pelo fato de que o fluido biologico ser urina. 

20. KIT PARA DIAGNOSTICO caracterizado por conter o marcador 
genetico obtido de acordo com as reivindicagoes 1 a 12. 

21. KIT PARA DIAGNOSTICO caracterizado por conter o marcador 
genetico e a gente prognostico de hipertensao. 

22. KIT de acordo com as reivindicagoes 16 e 17 
' caracterizado pelo fato de ser para uso no diagnostico, 

estratificagao de risco e decisao terapeutica na 
hipertensao arterial. 
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FIG. 02 



N-terminal: 



1 5 10 is 

Asp Pro X Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser X Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu Phe 
Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Ala Asp Glu X Gly Ala Gin Leu Phe 
Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Ala Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu Phe 
Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Ala Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu Phe 
Asp Pro Gly Leu Gin Pro Gly Asn Phe Ser Pro Asp Glu Ala Gly Ala Gin Leu Phe 
Asp Pro Ala Leu Gin Pro Gly Asn Phe Pro Ala Asp Glu Ala Gly Ala Gin lie Phe 

C terminal: 
65kDa ACE: 

GYLVDQXRXGVFS 

Somatica: GLLDRVTNDTESDINYLLKMALEKIAFLPFGYLVDQWRWGVFSGRTPPSRY 

440 450 460 470 480 



90 kDaACE 
EVLGXPEYQXHPP 



90 ACE 
65 ACE 
Somatic ACE 
Rat ACE 
Mouse ACE 
Bovine ACE 



Somatica: VGLDALDAQPLLKYFQPVTQWLQEQNQQNGEVLGWPEYQWHPPLPDNYPE 

590 600 610 620 630 




FIG. 04 



lurina bruta l 
U 

centrifugagao por 1 0 minutos 
3000,rpm, a 4°C 



U 

concentragao 4x em tubo 
Ultrafree (Millipore) 
centrifugacao por 5 minutos 
3000 rpm, a 4°C 



urina concentrada e 
dialisada 
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TABELA I: 



Linhagens 


Enzimas 


Eluicao 


Massa Molecular 






Fragao (n ) 


M— M m m mm mpm- V 

Estimada (kDa) 


WKY 


WK-1 


32 


190 




WK-2 


54 


65 


SHR 


S-1 


50 


80 




S-2 


55 


65 


1K1C 


C-1 


32 


140 




C-2 


54 


65 


UUwv-oai 




o4 


a r\r\ 

lyu 








DO 


DOCA-Sal 


CD-1 


34 


190 


uuiiu oie 






DO 


SHR-SP 


SP-1 


50 


90 




SP-2 


55 


65 


BN 


BN-1 


32 


190 




BN-2 


54 


65 


SHR 


S-1 


50 


80 


enalapril 


S-2 


55 


65 


Lyon 


L-1 


50 


80 




L-2 


55 


65 




TABELA II: 



Tecidos 


Wistar 


Wistar Isogenico 


SHR 




137 


137 


96 


Adrenal 










69 


69 


69 


* 't 


137 


137 


96 


Aorta 










69 


69 


69 


- 


10/ 




96 


Goragao 










69 


69 


69 




137 


137 


96 


Ffaado 










69 


69 


69 




137 


137 


96 


Pulmao 










69 


69 


69 




137 


137 


96 


Rim 










69 


69 


69 




137 


137 


96 


Testfculo 










69 


69 


69 




TABELA III: 



Ratos 


Extracelular 


Intracelular 


Wistar 


130 kDa 


135 kDa 




60 kDa 


68 kDa 


SHR 


80 kDa 


80 kDa 




60 kDa 


68 kDa 
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RE SUMO 

METODO DE IDENTIFICAgAO E QUAN T I F I CACAO DE PROTEINAS, 
ISOFORMAS DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINS I, MARCADOR 
MOLECULAR GENETICO A BASE DAS REFERIDAS PROTEINAS, USO DO 
5 REFERIDO MARCADOR MOLECULAR, METODO ANAL I TI CO PARA 
DIAGNOSTICO, ESTRATXFI CACAO DE RISCO, DEC I SAO TERAPEUTICA EM 
PORTADORES DE HI PERTENSAO ARTERIAL E LESOES RE MAIS E KIT 
PARA USO NO DIAGNOSTICO. 

» * ' 

A presente invengao trata de um metodo de identif icagao 
10 e quantif icagao de proteinase isoformas da enzima conversora 
de angiotensina I especif icamente EGA, 19-kDa, especialmente 
90 kDa em tecidos, celulas e fluidos biologicos , 
especialmente na urina, marcador genetico e agente 
prognostico de hipertensao a base, das referidas proteinas, 
15 uso do referido marcador e agente em portadores de 
hipertensao arterial e lesoes renais primarias ou secundaria 
e kit para uso no diagnostico, estratif icagao de risco e 
decisao terapeutica na hipertensao arterial. 

Um dos objetivos da presente invengao consiste em 
20 verificar o potencial da isoforma de 90 kDa como um marcador 
genetico de hipertensao e como um prognostico de 
hipertensao . 
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